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RESUME
Mes travaux de thèse se sont concentrés sur l’étude de la biogenèse des particules 
ribonucléoprotéiques H/ACA (RNP H/ACA). Ces RNP sont impliquées dans divers processus 
cellulaires essentiels comprenant la synthèse des ribosomes et des télomères. Les RNP 
H/ACA se composent d'un petit ARN non-codant (ARN H/ACA) et de 4 protéines : Cbf5p, 
Gar1p, Nhp2p et Nop10p. 
Au début de mon travail de thèse, nous disposions de plusieurs résultats suggérant que 
la protéine Naf1p, chez la levure, est impliquée dans l'assemblage de RNP H/ACA. Pendant 
ma thèse, j'ai caractérisé l'orthologue humain (hNaf1) de la protéine Naf1p de Levure. J'ai 
prouvé que hNaf1 peut fonctionnellement remplacer Naf1p endogène chez la levure et que, au 
sein des cellules humaines, hNaf1 est requise pour l'accumulation des composants des RNP 
H/ACA. De plus, j'ai démontré que hNaf1 interagi avec les différents types d’ARN H/ACA 
c'est-à-dire: les scaARN H/ACA, les snoARN H/ACA et l'ARN de télomérase. Afin de 
déterminer le rôle exact de Naf1p, j'ai réalisé une purification des complexes qui lui sont 
associés chez la levure. J'ai ainsi démontré que Naf1p interagi avec la machinerie de 
transcription associée à l’ARN polymérase II. Puis, en collaboration avec l’équipe de 
Guillaume Chanfreau, nous avons mis en évidence que Naf1p est associée aux gènes codant 
les snoARN H/ACA. Ce qui suggère fortement que Naf1p pourrait permettre le recrutement 
des protéines Cbf5p, Nhp2p et Nop10p sur les ARN H/ACA en cours de synthèse. En 
collaboration avec l’équipe de H. van Tilbeurgh, nous avons déterminé la structure 
cristallographique du domaine central de Naf1p. Ce domaine présente une structure similaire 
à la protéine aGar1. J'ai également démontré que ce domaine est essentiel in vivo et qu'il 
permet l'interaction avec la protéine Cbf5p in vitro.
Nous proposons que Naf1p promeut les étapes précoces d’assemblage des RNP 
H/ACA en recrutant Cbf5p, Nhp2p et Nop10p au niveau des sites de transcription des 
snoARN H/ACA. Naf1p serait ensuite requise pour prévenir une activité prématurée des 
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I. Les complexes ribonucléoprotéiques ont des rôles 
essentiels dans tout le monde du vivant 
 
Les molécules d’ARN (Acide RiboNucléique) jouent un rôle essentiel dans de très 
nombreuses fonctions cellulaires fondamentales. Les ARN dits «messagers» (ARNm) 
constituent probablement la classe la plus étudiée des ARN. Ils portent l’information 
génétique permettant de produire les protéines correspondant aux gènes dont ils sont issus. Ils 
sont communément regroupés sont le terme d’ARN «codant». Par opposition, il existe une 
classe d’ARN dits «non codants» (ARNnc). En effet, ces ARN ne portent pas d’information 
génétique permettant de produire une protéine. Néanmoins, dans de très nombreux cas, ils 
exercent des fonctions absolument cruciales pour la vie de la cellule, telles que, entre autre, la 
réplication de l’ADN, la régulation de la transcription, la maturation des ARNm, la 
traduction, le transport des protéines…etc (Figure 1) (Spirin 2002), (Storz 2002). La longue 
liste des ARNnc et de leurs diverses fonctions ne cesse de s’agrandir ce qui justifie 
pleinement l’intérêt qui leur est accordé.  
Il est important de noter que, de manière générale, les molécules d’ARN, qu’elles 
soient codantes ou non codantes, sont associées à des protéines; on parle de ce fait de 
complexes RiboNucléoProtéiques (RNP). Les protéines, au sein de ces complexes, peuvent 
avoir plusieurs fonctions. En effet, elles peuvent avoir un rôle dit structural ou chaperon en 
permettant à l’ARN d’adopter une conformation correcte. Elles peuvent également jouer un 
rôle dans le transport du complexe. Dans d’autres cas, elles peuvent posséder l’activité 
catalytique du complexe ou encore être requises pour la reconnaissance du substrat. 
Malheureusement, il reste un bon nombre d’exemples pour lesquels la fonction des complexes 
RNP, et donc des composants ARN et protéines qui les constituent, n’est pas encore 
déterminée. 
Dans ce manuscrit de thèse, la grande famille des RNP H/ACA sera très largement 
décrite. Ces RNP sont un exemple très intéressant de complexes RNP stables composés de 
plusieurs protéines et d’un ARNnc. Elles interviennent dans des fonctions cellulaires 
essentielles et variées. En effet, elles sont requises lors de la réplication de l’ADN via un des 
membres de la famille nommé télomérase. De plus, elles sont indirectement requises dans les 





participent aux processus de maturation des snRNP de l’épissage et à la synthèse des 
ribosomes.  
Les ribosomes sont des RNP très complexes, notamment de part le nombre important 
des constituants ARN et protéiques qui les composent. Ils feront également l’objet d’une large 




II. Les RNP H/ACA: description générale  
 
Les membres de la famille des RNP H/ACA sont des complexes ribonucléoprotéiques 
résultant de l’association stable entre 4 protéines (Gar1p, Nhp2p, Nop10p et Cbf5p) et un 
ARN non codant.  
 
A. Le composant ARN des RNP H/ACA
 
Chaque RNP H/ACA présente un ARN non codant spécifique, dont la taille n’excède 
que très rarement les 200 Nt. Chacun de ces ARN possède une séquence qui lui est propre 
mais néanmoins ils contiennent tous des éléments de structure et de séquence conservés 
communs. L’étude d’un grand nombre de ces ARN a permis de déterminer une structure 
générale du composant ARN des RNP H/ACA; celle-ci est présentée dans la figure 2. Les 
ARN H/ACA sont caractérisés par la présence de deux tiges boucles imparfaites séparées et 
suivies par une région simple brin. La région simple brin dite «charnière» (séparant les deux 
tiges boucles) contient une boite conservée nommée H (pour «hinge»). La séquence 
consensus de la boite H est 5’-AnAnnA-3’. La région simple brin dite «queue», positionnée en 
aval de la 2e tige, contient quant à elle une boite conservée nommée ACA toujours située à 3 
nucléotides de l’extrémité 3’ de l’ARN H/ACA mature. La boite ACA a pour séquence 
consensus, comme son nom l’indique, 5’-ACA-3’. Néanmoins, dans certains cas elle peut avoir 
pour séquence 5’-AUA-3’ ou encore 5’-AAA-3’. Les RNP H/ACA tirent donc leur nom du fait 
de la présence au sein du composant ARN de deux boites conservées, H et ACA (Balakin, 
Smith et al. 1996), (Ganot, Caizergues-Ferrer et al. 1997). Les ARN H/ACA sont conservés 
des archées jusqu’à l’homme. Néanmoins, il est à noter que chez certains organismes, tels que 
le trypanosome ou les archées, ils peuvent présenter une structure simplifiée et n’être alors 
















B. Les composants protéiques des RNP H/ACA
 
Les composants protéiques des RNP H/ACA sont: Cbf5p/Nap57/Dyskérine (noms 
respectivement donnés aux orthologues de levure, de rongeurs et humains), Gar1, Nhp2/L7Ae 
(noms respectivement donnés aux homologues eucaryotes et d’archées) et Nop10. Ces quatre 
protéines forment un cœur protéique stable très solidement associé aux différents ARN 
H/ACA.  
 
a) La protéine Gar1 
 
Gar1 est la première protéine à avoir été identifiée comme étant associée aux ARN 
H/ACA ((Balakin, Smith et al. 1996), (Ganot, Caizergues-Ferrer et al. 1997)). Elle est 
essentielle et a tout d’abord été caractérisée chez la levure Saccharomyces cerevisiae. C’est 
une petite protéine basique (point isoélectrique = 12) constituée de 205 acides aminés (ce qui 
donne une masse moléculaire d’environ 21.5 kDa) ((Girard, Lehtonen et al. 1992), (Girard, 
Bagni et al. 1994)). Elle présente à ses extrémités amino- et carboxy-terminales deux 
domaines non essentiels riches en résidus glycines et arginines, les domaines «GAR». Ils 
encadrent une région centrale de la protéine Gar1p communément désignée sous le nom «core 
GAR1» (figure 3). Gar1 est conservée des archées jusqu'à l’homme. Il est toute fois important 
de noter que chez les archées, elle est dépourvue des domaines GAR. Gar1, comme les autres 
protéines des RNP H/ACA (présentées dans les sous parties b, c et d) est concentrée dans le 
nucléole chez la levure Saccharomyces cerevisiae. Elle est également retrouvée, chez les 
eucaryotes supérieurs, au sein des d’organelles nucléoplasmiques nommées corpuscules de 
Cajal. Gar1 est le seul composant des RNP H/ACA qui ne soit pas requis pour la stabilité du 
complexe. 
 
b) La protéine Nhp2 
 
Nhp2 est une petite protéine basique (point isoélectrique d’environ 10.5) de 156 acides 





des protéines HMG-like (High Mobility Group-like). Ces protéines sont regroupées sur la 
base de leur composition particulière en acides aminés, à la fois très acide et très basique, et 
des conditions dans lesquelles elles sont extraites: 350mM NaCl ou 5% d’acide perchlorique 
(Nhp2p de Saccharomyces cerevisiae est 20% acide et 22% basique). Nhp2 a été caractérisée 
chez la levure Saccharomyces cerevisiae comme protéine essentielle présentant des 
homologies avec les protéines ribosomiques S6 d’archée (H. marismorium), L32 de levure et 
L7A de rat (Kolodrubetz and Burgum 1991; Koonin, Bork et al. 1994). Elle a ensuite été 
identifiée comme composant des RNP H/ACA suite à une recherche des protéines associées 
aux ARN H/ACA snR30 et snR42 (Watkins, Gottschalk et al. 1998) ou à la protéine Gar1 
(Henras, Henry et al. 1998). Dans sa région centrale, Nhp2p présente un domaine conservé 
ayant de l’affinité pour les molécules d’ARN formant des tiges boucles irrégulières. Il a été 
montré que l’intégrité de ce domaine est absolument requise pour l’accumulation des RNP 
H/ACA chez la levure Saccharomyces cerevisae (Henras, Dez et al. 2001). La protéine Nhp2p 
présente 43% d’homologie avec la protéine Snu13p associée aux RNP de type C/D. Toutes 
les deux présentent un ancêtre commun chez les archées nommé L7Ae. Il est important de 
noter que Nhp2p est la seule protéine des RNP H/ACA dont l’accumulation n’est pas 
modifiée en absence des autres membres du complexe.  
 
c) La protéine Nop10 
 
Nop10 est une petite protéine (58 acides aminés, 6.6 kDa) conservée (figure 3). Elle 
est essentielle et il a été montré qu’elle fait partie du cœur des particules H/ACA de levure 
suite à une recherche par des expériences de co-immunoprécipitation des partenaires de la 
protéine Gar1 (Henras, Henry et al. 1998). Les orthologues humains de Nhp2 et de Nop10 et 
leur association avec les ARN H/ACA ont ensuite été étudiés par le groupe de W. Filipowicz 
(Pogacic, Dragon et al. 2000). 
 
d) La protéine Cbf5 
 
Cbf5 est la protéine des RNP H/ACA la mieux caractérisée (figure 3). C’est une 
protéine essentielle très conservée composée de 483 acides aminés (ce qui donne une masse 
 6 
Introduction 
moléculaire d’environ 55 kDa) et comme les autres protéines des RNP H/ACA, elle est de 
nature basique, son point isoélectrique se situant aux alentours de 9.5. De façon surprenante, 
elle a tout d’abord été identifiée chez la levure Saccharomyces cerevisiae comme facteur 
associé in vitro aux centromères et aux microtubules (Jiang, Middleton et al. 1993). 
Néanmoins, l’étude de la signification de cette interaction n’a pas été poursuivie.  
La structure de la protéine Cbf5 est présentée dans la figure 3. Elle possède un 
domaine central homologue à la protéine TruB, une enzyme bactérienne responsable de la 
pseudouridylation du résidu U55 des ARNt. Cbf5 a de ce fait été classée dans la famille des 
pseudouridines synthases de type TruB (Koonin 1996) (Hoang and Ferre-D'Amare 2001). 
Cbf5 possède d’autre part plusieurs régions riches en résidus lysine aux extrémités amino- et 
carboxy-terminales ainsi qu’un domaine nommé PUA en aval du domaine catalytique. Ce 
domaine est également retrouvé dans l’archaeosine transglycosylase (Aravind and Koonin 
1999). Le domaine PUA, au sein de la protéine Cbf5, est impliqué dans l’interaction avec le 
composant ARN des ARN H/ACA. Les détails de cette interaction sont donnés dans la revue 
« Box H/ACA RNPs: from ribosome formation to telomere maintenance » présentée dans ce 
manuscrit.  
La présence de Cbf5 dans le cœur protéique des RNP H/ACA a tout d’abord été mise 
en évidence chez la levure Saccharomyces cerevisae (Lafontaine, Bousquet-Antonelli et al. 
1998). Cbf5, de façon identique aux protéines Nhp2 et Nop10, est absolument requise pour la 
stabilité des RNP H/ACA. 
La protéine Cbf5 a également été largement étudiée de part son implication dans une 
pathologie humaine, la dyskératose congénitale. En effet, elle est mutée dans certaines formes 
graves de cette maladie (Heiss, Knight et al. 1998). D’où le nom donné à la protéine humaine: 
dyskérine. Cette pathologie ainsi que les mutations associées sont largement décrites dans la 
revue « La Dyskératose Congénitale, une maladie méconnue due à un déficit de télomérase » 
présentée dans ce manuscrit. 
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III. Les différentes RNP H/ACA et leurs fonctions 
 
Comme nous l’avons vu dans le chapitre précédant, les RNP H/ACA sont constituées 
de 4 protéines, Cbf5, Gar1, Nhp2 et Nop10, formant un cœur invariable stable associé à un 
petit ARN non codant, l’ARN H/ACA. On dénombre plus d’une centaine d’ARN H/ACA 
différents à travers tout le règne du vivant. L’étude de leur localisation et de leurs fonctions 
spécifiques a permis d’établir qu’il existe au moins 4 grandes classes d’ARN H/ACA, et donc 
4 grandes classes de RNP H/ACA: 
-Les snoRNP H/ACA 
-Les scaRNP H/ACA 
-La télomérase 
-Les RNP H/ACA orphelines et les RNP H/ACA atypiques 
 
A. Les snoRNP H/ACA: RNP H/ACA impliquées dans la 
biogenèse des ribosomes 
 
Les snoARN H/ACA, pour “Small NucleOlar ARN H/ACA”, sont les premiers ARN 
H/ACA à avoir été caractérisés. Ils présentent une localisation strictement nucléolaire (d’où 
leur nom) et sont impliqués dans la biogenèse des ribosomes.  
Afin de mieux appréhender la fonction des snoARN H/ACA, il est tout d’abord 
important de décrire précisément ce que sont les ribosomes.  
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1. Les ribosomes: fonction et structure
 
a) Les ribosomes sont les acteurs principaux du 
processus de traduction 
 
Le ribosome est la RNP cellulaire la plus complexe jamais étudiée (Figure 4). Elle 
résulte de l’association entre plusieurs ARN non codants et plusieurs dizaines de protéines. Le 
ribosome constitue l’un des acteurs principaux de l’expression de gènes. En effet, il permet de 
décoder l’information génétique au sein des molécules d’ARNm et de la transformer en 
protéine. C’est le processus de traduction.  
Le ribosome est constitué de deux sous-unités, nommées sur la base de leur coefficient 
de sédimentation. Une grande sous-unité de 60S chez les eucaryotes ou 50S chez les 
procaryotes et une petite sous-unité de 40S chez les eucaryotes ou 30S chez les procaryotes. 
L’assemblage des 2 sous-unités donne un ribosome de 80S chez les eucaryotes et 70S chez les 
procaryotes. Les différentes informations relatives à ces 2 sous-unités, en terme de 
composition en ARN et en protéines, sont récapitulées dans le tableau 1.  
Chaque sous-unité a des fonctions bien précises dans le processus de traduction. En 
effet, la grande sous-unité est responsable de la catalyse de la formation de la liaison 
peptidique. Cette réaction a lieu au sein d’une région cruciale de la grande sous-unité appelée 
« Centre Peptidyl-Tranférase » (PTC). La petite sous-unité quant à elle interagit avec l’ARNm 
à traduire et est responsable du contrôle de la fidélité du processus de traduction en assurant 
un appariement de base parfait entre le codon de l’ARNm et l’anticodon de l’ARNt 
aminoacylé (c'est-à-dire l’ARN de Transfert portant un acide aminé). Cela a lieu au niveau du 
« centre de décodage » au sein de la petite sous-unité. 
La figure 4 présente un schéma simplifié d’un ribosome en cours de traduction. Il est 
associé à l’ARNm et aux ARNt. Ces derniers peuvent être positionnés au niveau de 3 sites 
bien particuliers au sein du ribosome: 
-Le site A (Aminoacyl) dans lequel se positionne l’ARNt aminoacylé entrant 
dans le ribosome. 
-Le site P (Peptidyl) dans lequel se trouve l’ARNt portant la chaîne peptidique 





sédimentation taille nombre d'ARN
nombre de 
protéines
grande sous unité 50 S 1,5 MDa
2              
l'ARNr de 23S (2904 nt)
 l'ARNr de 5S (122 nt)
34
petite sous unité 30S 0,8MDa 1              
l'ARNr de 16 S (1542 nt)
21
grande sous unité 60S 2,9 MDa
3              
l'ARNr de 25S (3392 nt)   
l'ARNr de 5S (121 nt)       
l'ARNr de 5,8S (158 nt)
46
petite sous unité 40S 1,4 MDa 1              










-Le site E (Exit) dans lequel se trouve l’ARNt déacylé juste avant qu’il ne se 
dissocie de l’ARNm et du ribosome. 
Le déroulement des différentes étapes du processus de traduction est décrit dans le 
chapitre ci-après. Les différences existant entre les mécanismes eucaryotes et procaryotes y 
seront mentionnées.  
 
b) Le processus de traduction 
 
La traduction est une réaction qui se déroule en 4 grandes étapes: l’initiation, 
l’élongation, la terminaison et le recyclage (pour revue: (Ramakrishnan 2002), (Kapp and 
Lorsch 2004)). 
(1) L’initiation de la traduction 
 
L’initiation constitue l’étape cruciale au cours de laquelle a lieu l’association 
entre la petite sous-unité, l’ARNt initiateur portant l’acide aminé méthionine (ARNt-met) et 
l’ARNm. Cette étape nécessite des Facteurs d’Initiation de la traduction: IF (chez les 
procaryotes) et eIF (chez les Eucaryotes). L’association entre la petite sous-unité et l’ARNm 
ainsi que la reconnaissance du codon initiateur de la traduction se fait selon 2 processus très 
différents chez les procaryotes et chez les eucaryotes : 
-Chez les eucaryotes, la petite sous-unité, préalablement associée à l’ARNt-
met, est recrutée sur l’ARNm au niveau de la structure 5’CAP. Cette association nécessite 
l’intervention à la fois de facteurs eIF mais également de la queue polyA et des facteurs 
associés. La petite sous-unité va ensuite scanner l’ARNm en se déplaçant sur ce dernier dans 
le sens 5’ vers 3’ à la recherche du codon initiateur (AUG) situé dans le bon contexte, c’est à 
dire au sein d’une séquence nommée «Kozak». Lorsque la petite sous-unité atteint cette 
séquence, un appariement peut alors avoir lieu entre l’ARNt-met et le codon AUG. Ce 
processus induit l’hydrolyse d’une molécule de GTP par l’un des facteurs eIF permettant le 
positionnement de l’ARNt-met dans le site P de la petite sous-unité. La grande sous-unité 
rejoint alors le complexe 40S/ARNt-met/ARNm. 
-Chez les procaryotes, le mécanisme d’association entre la petite sous unité et 
l’ARNm est différent. En effet, elle se fait directement via un appariement entre l’ARNr de 
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16S au sein de la petite sous-unité et l’ARNm. Pour cela l’ARNr de 16S porte une séquence 
(proche de son extrémité 3’) complémentaire à une séquence nommée Shine-Dalgarno 
présente sur l’ARNm environ 10 nt en amont du codon initiateur. La petite sous-unité est 
alors correctement positionnée sur le codon AUG et peut être rejointe par la grande sous-
unité.  
 
(2) L’élongation de la traduction 
 
Le processus d’élongation, à la différence de l’initiation, a été conservé au cours de 
l’évolution et ne diffère globalement pas entre les procaryotes et les eucaryotes. La figure 5 
illustre le processus d’élongation et de terminaison de la traduction chez les procaryotes. 
L’élongation débute par le positionnement d’un ARNt aminoacylé dans le site A 
vacant du ribosome. Cet ARNt aminoacylé est préalablement complexé à un Facteur 
d’Elongation de la traduction, EF-Tu (chez les bactéries), associé lui-même à une molécule de 
GTP. Différentes étapes, mettant en jeu un appariement entre le codon de l’ARNm et 
l’anticodon de l’ARNt ainsi que différents changements de conformation du centre de 
décodage de la petite sous-unité, assurent le contrôle de la fidélité de la traduction. Si l’ARNt 
entrant dans le site A est correct alors la molécule de GTP est hydrolysée par EF-Tu. Celui-ci 
se dissocie alors du ribosome. Le centre peptidyl-transférase de la grande sous-unité catalyse 
ensuite la formation de la liaison peptidique entre la chaîne peptidique naissante (associée à 
l’ARNt du site P) et l’acide aminé porté par l’ARNt du site A. Un second Facteur 
d’Elongation, EF-G, intervient alors et hydrolyse une molécule de GTP afin de permettre la 
translocation du ribosome par rapport au complexe ARNm/ARNt. Ce décalage d’un codon 
exactement libère le site A et positionne l’ARNt portant le peptide dans le site P et l’ARNt 
déacylé dans le site E. L’hydrolyse de GTP induit la dissociation de EF-G du ribosome. Le 
ribosome est alors dans une bonne configuration pour la réalisation d’un nouveau cycle 












(3) La terminaison de la traduction 
 
Le processus de terminaison de la traduction intervient lorsqu’un codon STOP au sein 
de l’ARNm se positionne au niveau du site A du ribosome. Aucun ARNt ne contient un anti-
codon correspondant à un codon STOP. Les facteurs RF1/2 (class I Release Factor) se 
positionnent alors dans le site A et induisent l’hydrolyse par le ribosome de la liaison ester 
entre l’ARNt et la chaîne peptidique dans le site P. Ceci permet la libération de la protéine. Le 
rôle exact de RF1/RF2 dans le processus d’hydrolyse n’est pas complètement compris. La 
GTPase RF3 (class II Release Factor) interagit ensuite avec RF1/2 et conduit à leur 
dissociation du ribosome, puis à sa propre dissociation suite à l’hydrolyse d’une molécule de 
GTP. 
 
(4) Le recyclage du ribosome 
 
Le recyclage est la dernière étape du processus de traduction. Elle permet la 
dissociation des complexes ribosome/ARNt/ARNm et l’utilisation du ribosome dans un 
nouveau cycle d’initiation. Le processus de recyclage nécessite l’intervention de facteurs RRF 
(Ribosome Release Factor) assistés par les facteurs IF3 et EF-G. Le rôle de ces différents 
facteurs n’est malheureusement pas encore complètement compris. Il est probable qu’ils 
induisent via l’hydrolyse de GTP de grands changements de conformation permettant la 
dissociation des 2 sous-unités ribosomiques, de l’ARNt déacylé et de l’ARNm. 
 
c) La structure des ribosomes 
 
La compréhension des mécanismes de traduction a, en partie, beaucoup avancé grâce à 
la détermination de la structure des ribosomes. La Microscopie Electronique (EM) puis la 
cryo-EM ont permis d’établir les premiers modèles de structure. Néanmoins, les détails de la 
structure des ribosomes à une très haute résolution, c’est-à-dire à une échelle atomique, n’ont 
pu être obtenus que grâce à l’utilisation de techniques d’analyse de structure 
cristallographique par diffraction de rayons X. Ces techniques ont été appliquées dans un 
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premier temps à des sous-unités ribosomiques isolées (Structure la petite sous-unité: 
(Wimberly, Brodersen et al. 2000), (Schluenzen, Tocilj et al. 2000)) (Structure de la grande 
sous-unité: (Ban, Nissen et al. 2000), (Harms, Schluenzen et al. 2001)) puis, par la suite, à des 
ribosomes complets complexés aux ARNt et à une molécule d’ARNm. Les ribosomes 
procaryotes ont fait l’objet de la majeure partie de ces études (Yusupov, Yusupova et al. 
2001), (Schuwirth, Borovinskaya et al. 2005), (Korostelev, Trakhanov et al. 2006), (Selmer, 
Dunham et al. 2006). 
Par convention, lors de la description des structures tertiaires de la grande ou de la 
petite sous-unité, la face dite «avant» sera la face en interaction avec l’autre sous-unité au sein 
d’un ribosome complet. Les autres parties de la molécule (face arrière, haut, bas) seront donc 
positionnées par rapport à cette première face, la face avant.  
 
(1) Structure de la petite sous-unité ribosomique 
procaryote 
 
La petite sous-unité ribosomique procaryote est composée de l’ARNr de 16S et d’une 
vingtaine de protéines. La structure cristallographique de cette petite sous-unité a été résolue 
par plusieurs groupes et laisse apparaître une structure globale très proche des images 
obtenues en microscopie électronique (Wimberly, Brodersen et al. 2000), (Schluenzen, Tocilj 
et al. 2000). La structure présentée dans la figure 6b révèle que la petite sous-unité peut être 
divisée en plusieurs domaines dont une tête (H: head) avec un bec (Be: beak), une plateforme 
(P: platform) et un corps (Bo: body) avec une épaule (Sh: shoulder) et un éperon (Sp: spur). 
Le corps est relié à la tête par le cou (N: neck). Les figures 6a et 6b représentent les 
structures secondaires et tertiaires respectivement de la molécule d’ARNr de 16 S («face 
avant»). Dans les figures 6c et 6d, les protéines ont été ajoutées sur la structure tertiaire de 
l’ARN. La comparaison des figures 6b et 6c montre que c’est la molécule d’ARNr qui donne 
la forme globale de la petite sous-unité. La structure secondaire de l’ARNr 16S révèle 4 
domaines se rejoignant tous en un point central au niveau de la région fonctionnelle la plus 
importante de la petite sous-unité, le cou. Ces domaines sont:  
-Le domaine 3’ correspondant à la tête 
-Le domaine central correspondant à la plateforme 


















-Le domaine correspondant à une partie de la plateforme et du corps (de couleur bleu 
sur la figures 6a). 
Les protéines ribosomiques sont concentrées au sommet, sur les côtés et à l’arrière de la petite 
sous-unité. La région à l’interface entre les 2 sous-unités est globalement dépourvue de 
protéines. Celles-ci contiennent généralement un domaine globulaire associé à de longues 
extensions en interaction étroite avec l’ARNr 16S. Chaque extension est en contact avec 
plusieurs portions de l’ARNr ce qui permet de rigidifier la structure tertiaire de l’ARNr 16S. 
De plus, certaines protéines établissent des interactions entre elles, ce qui a probablement 
pour conséquence de consolider la structure globale de la petite sous-unité.  
La région de la petite sous-unité impliquée dans le décodage de l’information 
génétique (le Centre de Décodage : DC) c'est-à-dire dans la reconnaissance entre le codon de 
l’ARNm et l’anticodon de l’ARNt aminoacylé se trouve au niveau de la partie supérieure du 
corps et de la partie inférieure de la tête. La séquence de l’ARNs 16S est particulièrement bien 
conservée au niveau de cette région ce qui est en parfait accord avec le caractère universel du 
processus de décodage. De plus, il est important de noter que la région de la petite sous-unité 
en contact avec l’ARNm ainsi qu’avec la boucle anticodon des ARNt positionnés dans le site 
A et dans site P est dépourvue de protéine. Il semble donc que seul l’ARNr 16S assure le 
décodage de l’information et la fidélité du processus de traduction. 
 
(2) Structure de la grande sous-unité ribosomique 
procaryote 
 
La grande sous-unité procaryote (50S) est composée de 2 ARNr, le 23S et le 5S, 
associés à plus d’une trentaine de protéines. Elle présente une structure globalement 
monolithique (figure 7: face avant) hormis la présence de 2 protubérances latérales portant les 
protéines ribosomiques L1 et L7/L12 (Ban, Nissen et al. 2000), (Harms, Schluenzen et al. 
2001). Les figures 8A/B et 8C/D présentent respectivement les structures tertiaires et 
secondaires des ARNr de la grande sous-unité. La structure secondaire de l’ARNr 23S laisse 
apparaître 6 grands domaines distincts (figure 8C: numérotés de I à VI). Ces 6 domaines 
interagissent entre eux pour former une masse compacte ne donnant finalement en structure 
tertiaire qu’un seul domaine (figures 8A et 8B) alors que la petite sous-unité, elle, en contient 










flexibilité à la petite sous-unité.  
L’ARNr de 5S représente le 7e domaine de la grande sous-unité. Il est positionné dans 
la partie supérieure de la sous-unité 50S. Il interagit avec l’ARNr 23S essentiellement de 
façon indirecte via certaines protéines ribosomiques. 
Les protéines ribosomiques sont réparties de façon homogène à la surface de la face 
arrière de la grande sous-unité (celle qui n’est pas en interaction avec la petite sous-unité) 
(figure 9B). En revanche, elles sont quasi-absentes au niveau du site actif (peptidyl-
transférase) ainsi qu’au niveau de la région s’associant à la petite sous-unité (figure 9A). De 
nombreuses protéines ribosomiques possèdent un domaine globulaire positionné à la surface 
de la grande sous-unité ainsi que des extensions, plus ou moins longues, pénétrant l’intérieur 
de la sous-unité. Ces extensions ont probablement pour fonction de stabiliser la structure 
compacte des ARNr comme une sorte de ciment au sein de la particule. 
 
(3) Structure du ribosome de 70S procaryote  
 
Plusieurs études ont permis d’établir la structure d’un ribosome complet (petite et 
grande sous-unité) parfois associé à une molécule d’ARNm et à des ARNt de transfert 
(Yusupov, Yusupova et al. 2001), (Schuwirth, Borovinskaya et al. 2005), (Korostelev, 
Trakhanov et al. 2006), (Selmer, Dunham et al. 2006). Ces structures ont permis d’étudier les 
interactions existant entre les 2 sous-unités ainsi que de déterminer la conformation et la 
position des ARNt et de l’ARNm au sein du ribosome (pour revue: (Ramakrishnan 2002), 
(Liljas 2006).  
 
(a) Les zones d’interaction entre les 2 sous-unités
 
La figure 10 représente les structures de la grande sous-unité (figure 10a) et de la 
petite sous-unité (figure 10b) déduites à partir de la structure cristallographique du ribosome 
complet obtenue par le groupe de H. Noller en 2001 (Yusupov, Yusupova et al. 2001). Les 3 
molécules d’ARNt et en particulier celle située dans le site P constituent une large zone 
d’interaction entre les 2 sous-unités. A cela s’ajoutent des interactions entre les composants 



















respectivement (figure 10). Il apparaît que ce sont les molécules d’ARNr qui constituent la 
plus grande surface d’interaction. Les zones de contact impliquant les ARNr se trouvent 
plutôt dans la région centrale très proche des sites fonctionnels des ribosomes alors que celles 
impliquant des protéines se situent en périphérie. 
L’analyse de la structure d’un ribosome 70S associé à une molécule d’ARNm et à 
plusieurs ARNt a permis d’avancer dans la compréhension des mécanismes de décodage de 
l’information génétique et de synthèse de la liaison peptidique. De plus, la comparaison des 
différentes structures publiées a permis de proposer des hypothèses permettant d’expliquer le 
déroulement du mécanisme de translocation au cours duquel le ribosome se «déplace» d’un 
codon sur le complexe ARNm-ARNt.  
 
(b) Interactions entre le ribosome, les ARNt et 
l’ARNm
 
La figure 11 représente la structure du ribosome 70S associé à une molécule d’ARNm 
et 3 ARNt obtenue par le groupe de H. Noller en 2001 (Yusupov, Yusupova et al. 2001). Elle 
met en évidence que les 3 ARNt se situent dans une zone du ribosome contenant 
principalement des portions d’ARNr et très peu de protéines ribosomiques. Les 3 ARNt sont 
globalement orientés de la même façon par rapport aux deux sous-unités. A savoir, la tige 
boucle portant l’anticodon (ASL) interagit avec la petite sous-unité alors que le reste de 
l’ARNt (la tige, le coude et le bras accepteur: voir structure ARNt) lie la grande sous-unité. 
La portion aminoacylée des ARNt des sites A et P est localisée dans la grande sous-unité au 
niveau du site peptidyl-transférase afin de permettre la synthèse de la liaison peptidique. La 
figure 12 représente une schématisation très simplifiée du ribosome 70S associé à une 
molécule d’ARNm et 3 ARNt. Elle permet de visualiser que la molécule d’ARNm au sein de 
la petite sous-unité présente une région courbée (positionnée au niveau du cou de la petite 
sous-unité) permettant le positionnement correct des codons reconnus par les ARNt des site A 







(4) Structure du ribosome eucaryote 
 
La grande majorité des données de structure des ribosomes provient d’études réalisées 
chez les procaryotes. Ces données ont très largement permis d’avancer dans la compréhension 
des mécanismes de base de la traduction. Les études réalisées sur les ribosomes eucaryotes 
semblent indiquer que ces mécanismes sont globalement conservés. Néanmoins, il apparaît 
que les ribosomes eucaryotes sont plus complexes. En effet, ils présentent des segments 
d’ARNr ainsi que des protéines ribosomiques supplémentaires (Attention, l’ARNr de 5.8S ne 
fait pas réellement partie de ces nouvelles molécules car il correspond à une portion de 
l’ARNr de 23S procaryote). Le rôle des ces éléments ribosomiques spécifiques aux 
eucaryotes n’est à ce jour pas encore totalement élucidé mais il semble qu’ils pourraient entre 
autre intervenir dans la liaison avec l’ARNm ou encore dans le repliement du polypeptide 
naissant. Il est également important de noter que certains de ces facteurs sont impliqués dans 
des pathologies humaines.  
 
d) Bases moléculaires des mécanismes de décodage de 
l’information génétique et de synthèse de la liaison 
peptidique
 
(1) Le mécanisme de décodage de l’information 
génétique
 
Le décodage de l’information génétique consiste au recrutement d’un ARNt 
aminoacylé présentant un anticodon parfaitement complémentaire au codon présenté par la 
molécule d’ARNm au sein du site A du ribosome. C’est une étape critique car des 
répercussions graves sur le fonctionnement de la protéine en cours de synthèse peuvent être 
engendrées par un processus de traduction infidèle c’est-à-dire lors de l’utilisation d’un ARNt 
incorrect et donc de l’ajout d’un mauvais acide aminé. La figure 13, extraite de la revue 
(Rodnina, Daviter et al. 2002), présente un schéma simplifié des différentes étapes aboutissant 






aminoacylé/EF-Tu(GTP) est recruté au sein du site A. Puis, l’appariement correct entre le 
codon et l’anticodon entraîne un changement de conformation du ribosome aboutissant à la 
stabilisation du complexe ARNt-ARNm et l’hydrolyse du GTP. Le facteur EF-Tu-GDP se 
dissocie alors du ribosome et se produit l’étape «d’accommodation» qui consiste au 
basculement de l’ARNt vers le centre peptidyl-transférase. La synthèse de la liaison 
peptidique peut alors avoir lieu. Il semble que le processus de sélection de l’ARNt se fasse en 
2 étapes: tout d’abord lors de la première interaction entre le codon et l’anticodon puis après 
l’hydrolyse du GTP (juste avant l’étape d’accommodation). Le mécanisme de décodage a lieu 
au sein de la petite sous-unité ribosomique dans une région composée principalement par des 
éléments de l’ARNr de 16S tels que les hélices 18, 27, 34 et 44. Ces hélices sont en contact 
avec le complexe ARNt-ARNm et vont participer à la sélection grâce à leur capacité à 
distinguer un appariement parfait d’un mésappariement.  
 
(2) Le mécanisme de synthèse de la liaison peptidique 
 
La formation de la liaison peptidique est l’une des étapes clés de la synthèse protéique. 
En effet, elle permet le transfert de la chaîne peptidique portée par l’ARNt positionné dans le 
site P du ribosome sur l’ARNt aminoacylé du site A. Il y a ainsi ajout d’un acide aminé à 
l’extrémité carboxy-terminale du polypeptide en cours de production. Les nombreuses études 
réalisées sur le fonctionnement du ribosome ont rapidement permis de conclure que l’activité 
de synthèse de la liaison peptidique, c'est-à-dire l’activité peptidyl-transférase, est portée par 
la grande sous-unité ribosomique. La figure 14A présente une schématisation de la formation 
de la liaison peptidique au sein du ribosome. Le groupement amine de l’ARNt amino-acylé du 
site A de la grande sous-unité attaque le carbone du groupement carbonyle de l’ARNt portant 
le peptide dans le site P. Cette réaction a pour conséquence d’allonger la chaîne 
polypeptidique d’un acide aminé et de la transférer sur l’ARNt situé dans le site A.  
Le groupe de Thomas A. Steitz a publié en 2000 la structure cristallographique de la 
grande sous-unité de Haloarcula marismortui en présence de molécules analogues aux ARNt 
(Nissen, Hansen et al. 2000). Dans cette étude, il a été proposé que le ribosome est un 
ribozyme, c’est-à-dire que l’activité catalytique est portée par l’ARNr de 23S et non pas par 
une protéine ribosomique. Voici certaines des données présentées dans cette étude permettant 












-Les analogues d’ARNt sont positionnés dans la grande sous-unité au niveau d’une région 
constituée uniquement par le domaine V de l’ARNr de 23S. Les nucléotides les plus proches 
de l’analogue d’ARNt sont situés dans la boucle principale du domaine V.  
-Il n’y a pas de domaine globulaire de protéine à proximité de l’analogue d’ARNt. Les plus 
proches domaines protéiques sont de longues extensions provenant des protéines 
ribosomiques L2, L3, L4 et L10 mais elles se situent au mieux à 18.4 Angstrom de l’analogue 
d’ARNt, ce qui ne leur permet pas de réaliser la réaction chimique de synthèse de la liaison 
peptidique. 
-Les résidus de l’ARNr de 23S entourant les analogues d’ARNt sont conservés à plus de 95% 
dans tous le vivant. 
-Cette étude a également proposé que l’adénine A2486 au sein du ribosome de Haloarcula
marismortui (correspondant à A2451 chez E.coli) est dans un contexte physico-chimique lui 
permettant de catalyser la réaction chimique de synthèse de la liaison peptidique. 
Dans cette étude, le groupe de Thomas A. Steitz réalise également une description 
détaillée du tunnel de sortie du polypeptide au sein de la grande sous-unité (figure 15). 
L’entrée de ce tunnel se situe au niveau du centre peptidyl-transférase et traverse la sous-unité 
50S dans une direction globalement rectiligne antéropostérieure (sur une distance de 100 
Angstrom) aboutissant à un orifice situé dans la partie postérieure-basse de la sous-unités de 
50S. Ce tunnel est constitué à la fois de protéines et de la portion de l’ARNr de 23S. Il est 
globalement de nature hydrophile et présente un diamètre allant de 10 à 28 Angstrom.  
 
 Dans une étude réalisée par le groupe de Ramakrishnan en 2006 (Selmer et al 2006) la 
résolution de la structure cristallographique du ribosome 70S de Thermus thermophilus laisse 
apparaître que la queue amino-terminale de la protéine ribosomique L27 est en contact avec 
l’extrémité 3’ de l’ARNt du site P. Ceci suggère que L27 pourrait intervenir dans la catalyse. 
Cette hypothèse est confortée par le fait que la délétion de 3 acides-aminés au niveau de 
l’extrémité amino-terminale de L27 induit un défaut d’activité peptidyl-transférase chez le 
ribosome d’E.coli. Néanmoins, la protéine L27 n’est pas universellement conservée et chez 
plusieurs organismes la place qu’elle doit occuper au sein du ribosome et exempt de toute 
protéine. Il est donc peu probable qu’elle soit l’élément du ribosome catalysant la formation 
de la liaison peptique. La disposition et la nature des nucléotides de l’ARNr de 23S présents 
au niveau du centre peptidyl-transférase sont très conservées. Néanmoins, plusieurs études ont 








donc peu probable qu’ils soient requis lors de la formation de la liaison peptidique. Il a alors 
été proposé que les nucléotides du site actif du ribosome permettraient de rapprocher les 
groupements réactifs des ARNt et de les positionner correctement les uns par rapport aux 
autres. De plus le ribosome formerait un environnement électrostatique favorable à la réaction 





2. La biogenèse des ribosomes: synthèse et maturation des 
constituants des ribosomes
 
Comme nous avons pu le voir dans les paragraphes précédents, les ribosomes sont des 
macromolécules de type RNP très complexes. Plusieurs laboratoires se sont concentrés sur 
l’étude des mécanismes d’assemblage des ribosomes et dans de très nombreux cas, ces 
laboratoires ont choisi la levure Saccharomyces cerevisiae en grande partie car de nombreuses 
approches génétiques et biochimiques sont disponibles chez cette levure.  
Les données présentées dans ce chapitre concernent les mécanismes d’assemblage des 
ribosomes eucaryotes et plus particulièrement ceux de la levure Saccharomyces cerevisiae.  
 
a) Production et maturation des ARN ribosomiques 
 
Les ribosomes chez Saccharomyces cerevisiae contiennent 4 ARNr: le 18S, le 25S, le 
5.8S et le 5S. Les gènes codant ces ARNr (ADNr) sont répétés plus de 150 fois dans le 
génome de Saccharomyces cerevisiae et sont tous regroupés sur le bras droit du chromosome 
XII. Chaque unité répétée d’ADNr contient 2 gènes positionnés en orientation inverse: un 
gène codant l’ARNr de 5S et un gène codant le pré-ARNr de 35S (figure 16). Ce dernier est 
un long précurseur comportant les séquences matures des ARNr de 18S, 5.8S et 25S 
encadrées et séparées respectivement par des Séquences Transcrites Externes (5’ETS et 
3’ETS) et Internes (ITS1 et ITS2). L’ARNr de 5S est synthétisé par l’ARN polymérase III et 
le pré-ARNr de 35S par l’ARN polymérase I. Dans chaque unité d’ADNr, les gènes codant 
les ARNr sont séparés par des séquences Non Transcrites: NTS1 et NTS2 séparant les gènes 
5S et 35S. la région NTS1 contient une séquence nommée RFB (Replication Fork Barrier) 
alors que la région NTS2 comporte une Séquence de Réplication Autonome (ARS). 
 Qu’ils soient transcrits par les ARN polymérases I ou III, les ARNr sont synthétisés 
sous forme de précurseurs présentant des extensions 3’ et parfois des extensions 5’ et doivent 
donc subir des étapes dites de maturation pour aboutir à la libération des espèces matures de 
5S, 18S, 5.8S et 25S. 
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FIGURE 16:  Structure d'une unité d'ADNr 
(adaptée de Kim, Y. H., D. Ishikawa, et al. (2006). "Chromosome XII context is important for rDNA function
in yeast." Nucleic Acids Res 34(10): 2914-24.)
FIGURE 17:  Position des sites de clivages au sein du précurseur des ARNr de 18S, 5.8S et 25S.
(adaptée de Fatica, A. and D. Tollervey (2002). "Making ribosomes." Curr Opin Cell Biol 14(3): 313-8.)
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(1) Le précurseur de l’ARNr de 5S 
 
L’ARNr de 5S est synthétisé par l’ARN polymérase III sous la forme du pré-ARNr 5S 
présentant une extrémité 5’ mature (correspondant au site +1 de transcription) et une 
extrémité 3’ immature. Il semble que le pré-ARNr 5S adopte dès sa synthèse une structure 
particulière permettant la maturation correcte de l’extrémité 3’ par une activité exonucléase 
(Lee and Nazar 1997). L’enzyme responsable de cette digestion exonucléolytique est la 
protéine Rex1p (Piper, Patel et al. 1984), (van Hoof, Lennertz et al. 2000). 
 
(2) Les précurseurs des ARNr de 18S, 5.8S et 25S 
 
La maturation du pré-ARNr de 35S est bien plus complexe et fait intervenir un grand 
nombre de facteurs et d’étapes de clivage endo- et exonucléolytiques afin de libérer les 
espèces matures de 18S, 5.8S et 25S (pour revue (Fromont-Racine, Senger et al. 2003), 
(Fatica and Tollervey 2002)) (figure 17).  
 
(a) Les modifications chimiques
 
Une des premières étapes de maturation que subissent les pré-ARNr sont des 
modifications chimiques de certains nucléotides (figure 18A) (pour revue: (Decatur and 
Fournier 2002)). Ce sont pour la plupart des modifications de type méthylation du ribose et 
pseudouridylation qui sont réalisées par deux types de RNP:  
-Les snoRNP C/D: elles réalisent les méthylations en position 2’ du ribose. 
-Les snoRNP H/ACA: elles réalisent les modifications de type 
pseudouridylation. 
La figure 18B présente le positionnement, au sein du ribosome, des différentes 
modifications retrouvées chez la levure. Celles-ci ont tout d’abord été positionnées sur les 
représentations des ARNr en structure secondaire (figures 18B/a) mais également sur les 
représentations en structure 3D des sous unités ribosomiques procaryotes. Les figures 18B/b 
et B/c présentent la structure de la petite sous-unité de Thermus thermophilus (Wimberly, 




FIGURE 18:  Les modifications chimiques au sein des ARNr ribosomiques 
(A: les modifications chimiques les plus fréquentes; (a) les méthylations en position 2' du ribose; (b) les pseudo- 
uridylations; (c) les méthylations de bases, la position du groupement méthyl est indiquée par des flèches.
(B: localisation des modifications chimiques au sein des ARNr; représentation: triangles rouges pour les
 pseudouridines; ronds verts pour les méthylations en position 2' du ribose; carrés oranges pour les mé- 
thylations de bases. (a) structures secondaires du 18S (gauche) et 25S/5.8S (droite); (b et c) la petite sous- 
unité ribosomique; (d et e) la grande sous-unité ribosomique. 
(Adaptée de Decatur, W. A. and M. J. Fournier (2002). "rRNA modifications and ribosome function." Trends Biochem 
Sci 27(7): 344-51.) 
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marismortui (Ban, Nissen et al. 2000). 
Les modifications chimiques au sein des sous-unités ribosomiques ne semblent pas 
distribuées au hasard mais plutôt concentrées au niveau de régions conservées 
fonctionnellement importantes des ARNr telles que le centre peptidyl-transferase, les sites A, 
P et E, le tunnel de sortie du polypeptide et les zones d’interaction entre les deux sous-unités. 
Il n’y pas ou peu de modifications au niveau des surfaces externes des sous-unités 
ribosomiques ou au niveau des zones d’interaction entre ARNr et protéines ribosomiques.  
Le tableau 2 indique le nombre de modifications retrouvées dans chaque région du 
ribosome ainsi que les fonctions qu’elles pourraient influencer. Il est probable que, de par leur 
nature physico-chimique, les nucléotides modifiés permettent, entre autre, de stabiliser et ou 
rigidifier la structure tertiaire des ARNr. Différentes études ont permis de mettre en évidence 
qu’aucune modification de type pseudouridylation ou méthylation de ribose, prise 
individuellement, n’est essentielle (Decatur and Fournier 2002). Néanmoins, il est fort 
probable qu’elles représentent de manière globale, de part leur niveau de conservation au 
cours de l’évolution, un avantage certain pour le fonctionnement des ribosomes. En effet, 
l’introduction de mutations abolissant l’activité de la méthylase (Nop1p) ou de la 
pseudouridyl-synthase (Cbf5p) associées respectivement aux snoRNP C/D et H/ACA induit 
des effets négatifs sévères sur la croissance chez la levure (Tollervey, Lehtonen et al. 1993), 
(Zebarjadian, King et al. 1999). De plus il est important de noter que dans le cas des 
pseudouridylations, il a été montré que l’absence simultanée de plusieurs d’entre elles situées 
dans le centre peptidyl-transférase entraîne des défauts notables dans le processus de 
traduction (King, Liu et al. 2003). 
Des modifications de type méthylation au niveau de différentes positions de la base de 
certains nucléotides sont également retrouvées sur les ARNr (figure 18A). Il a été montré que 
la protéine Dim1p réalise l’une d’entre elles: la di-méthylation des résidus A1179/80 présents 
dans la région 3’ de l’ARNr de 18S. Lorsque l’activité méthylase de Dim1p est abolie, aucun 
défaut de croissance n’est observé. En revanche, il semble que les ribosomes issus d’une 
souche exprimant cette forme inactive de Dim1p sont inactifs dans des tests de traduction in
vitro (Lafontaine, Vandenhaute et al. 1995), (Lafontaine, Preiss et al. 1998). Ceci suggère 








(b) Les étapes de clivage des pré-ARNr
 
Les ARNr de 18S, 5.8S et 25S sont synthétisés sous la forme d’un long 
transcrit commun (le pré-ARNr de 35S). Celui-ci doit subir un processus complexe de 
maturation aboutissant à la libération des séquences matures des ARNr. Le schéma de la 
figure 19 présente la structure du pré-ARNr de 35S ainsi que la position des sites de clivage 
connus chez la levure S.cerevisae. La figure 19 illustre les différentes voies de maturation du 
pré-ARNr. Il est tout d’abord important de noter que le 35S est le premier précurseur 
détectable chez Saccharomyces cerevisiae mais il ne constitue pas réellement le transcrit 
primaire car il a déjà subit une étape de maturation en 3’. Il s’agit d’un clivage 
endonucléolytique réalisé par l’enzyme Rnt1p (l’homologue chez la levure de la RNAse III 
bactérienne) (Kufel, Dichtl et al. 1999). Le clivage par Rnt1p se fait de façon spécifique au 
niveau d’une structure en tige boucle située dans la région 3’ETS. Le pré-ARNr de 35S ainsi 
libéré subit ensuite des clivages aux sites nommés A0 et A1 situés dans le 5’ETS. Cela permet 
successivement la production des intermédiaires 33S et 32S. Puis un clivage dans l’ITS1, au 
site A2, induit la séparation d’une part du précurseur de l’ARNr de 18S, le 20S, et d’autre part 
du précurseur des ARNr de 5.8S et 25S, le 27SA2. A l’heure actuelle, les facteurs induisant 
les clivages aux sites A0, A1 et A2 ne sont pas connus. Néanmoins plusieurs particules de 
type snoRNP semblent absolument requises lors de ces étapes de maturation.  
Suite au clivage au site A2, une coupure au site D (en 3’ du 18S) permet la maturation 
du 20S en 18S. La maturation du précurseur des ARNr de 5.8S et 25S quant à elle peut 
emprunter 2 voies: 
-Une voie majoritaire (80% des cas) impliquant l’activité endonucléase d’une 
particule nommée RNase MRP. Celle-ci réalise un clivage au site A3 dans l’ITS1 donnant 
l’intermédiaire 27SA3 (Lygerou, Allmang et al. 1996). L’extrémité 5’ est ensuite maturée 
jusqu’au site B1S par digestion exonucléolytique (dans le sens 5’ vers 3’) réalisée par les 
enzymes Rat1p et Xrn1p (Henry, Wood et al. 1994). Cela donne un intermédiaire nommé 
27SBS. 
-Une voie minoritaire (20% des cas) impliquant un clivage endonucléolytique 
du 27SA2 au site B1L sans coupure préalable au site A3 (Faber, Vos et al. 2006). Cela donne 
l’intermédiaire 27SBL. 
Quelle que soit la voie empruntée pour la maturation de l’extrémité 5’, celle de 





l’enzyme Rex1p et aboutit à la production de l’extrémité 3’ mature de l’ARNr 25S (Kempers-
Veenstra, Oliemans et al. 1986). Puis, les intermédiaires 27SBBS et 27SBL sont maturés selon 
une voie commune impliquant un clivage au site C2. Ceci a pour conséquence de séparer les 
précurseurs du 5.8S de celui du 25S. Ce sont respectivement les 7SS ou 7SL et le 26S. La 
production de l’extrémité 3’ mature du 5.8S, à partir de ses précurseurs 7SS et 7SL, nécessite 
une série d’étapes de maturation impliquant successivement l’exosome (puis plus 
spécifiquement la protéine Rrp6p), les protéines Rex1p/Rex2p et enfin la protéine Ngl2p 
(figure 20) (Faber, Van Dijk et al. 2002), (van Hoof, Lennertz et al. 2000), (Briggs, Burkard 
et al. 1998), (Mitchell, Petfalski et al. 1996), (Mitchell, Petfalski et al. 1997), (Allmang, 
Petfalski et al. 1999), (Allmang, Kufel et al. 1999). La maturation finale du pré-ARNr 26S en 
25S se fait par les exonucléases 5’-3’ Rat1p et Xrn1p qui vont digérer l’extrémité 5’ du 26S 
jusqu’au site C1. 
Les enzymes responsables des clivages A0, A1, A2, C2 et D n’ont pas encore été 
identifiées. Néanmoins, un certain nombre de facteurs (protéines et RNP) ne possédant à 
priori pas de fonction nucléase, semblent être au moins en partie requis pour le bon 
déroulement de ces étapes de maturation. Ces facteurs seront décrits dans les paragraphes 
suivants. 
 
b) Production des protéines ribosomiques 
 
Les gènes codant les constituants protéiques des ribosomes sont tous transcrits par 
l’ARN polymérase II. Chez la levure Saccharomyces cerevisiae, ces gènes sont repartis dans 
tout le génome et sont souvent dupliqués (Planta and Mager 1998). En effet, les ¾ de ces 
gènes sont présents en deux exemplaires. De plus, bon nombre d’entre eux possèdent au 
moins un intron. Il est important de noter que chez la levure Saccharomyces cerevisiae, à la 
différence des eucaryotes supérieurs, la plupart des gènes sont dépourvus d’intron.  
 
c) Régulation de la synthèse des protéines et des ARN 
ribosomiques
 






considérable pour la cellule. Il a été estimé que, chez la levure, la synthèse des ARNr 
représente 60% de l’activité transcriptionnelle totale. De plus la synthèse des ARNm codant 
les protéines ribosomiques constituerait 60% de l’activité de l’ARN polymérase II. Il est donc 
facile de comprendre que les cellules aient mis en place des systèmes permettant d’une part de 
coordonner précisément les processus de synthèse des différents constituants des ribosomes et 
d’autre part de les ajuster en fonction des apports nutritionnels.  
Le contrôle de la transcription des ARNr et des gènes codant les protéines 
ribosomiques constitue l’un de ces niveaux de régulation. Ce contrôle implique une voie de 
signalisation nommée TOR (Target Of Rapamycin) (figure 21 A). La protéine TOR est une 
sérine/thréonine kinase jouant un rôle crucial dans la régulation de la croissance cellulaire et 
du métabolisme chez tous les eucaryotes. Une des fonctions de cette voie de signalisation est 
d’ajuster le taux de synthèse des ribosomes en fonction des nutriments disponibles. Chez la 
levure, lorsque la voie TOR est inhibée par un traitement à la rapamycine, il s’en suit une 
inhibition générale de l’activité des ARN polymérases I et III ainsi qu’une réduction 
spécifique de l’activité de l’ARN polymérase II au niveau des promoteurs des gènes codant 
les protéines ribosomiques (Powers and Walter 1999). La rapamycine inhibe également la 
transcription des gènes du régulon Ribi (Ribosome Biogenesis) (Jorgensen, Rupes et al. 
2004). Ce groupe de gènes dont l’expression est co-régulée code des facteurs non-
ribosomiques impliqués dans la biogenèse des ribosomes. 
La voie TOR agit sur la transcription des composants ribosomiques par différents 
mécanismes. Il a, par exemple, été montré que la kinase TOR régule la localisation 
subcellulaire de facteurs de transcription spécifiques des gènes codant les protéines 
ribosomiques. La modulation de l’activité de l’ARN polymérase I semble quant à elle se faire 
de façon plus directe via une interaction de la kinase TOR au niveau du promoteur des gènes 
codant les pré-ARNr de 35S (Li, Tsang et al. 2006). Le schéma dans la figure 21 B présente 
le promoteur d’un gène codant le pré-ARNr de 35S. Il contient deux séquences importantes 
nommées UE (Upstream Element) et Core (Core promoter element) qui sont respectivement 
reconnues par le facteur de transcription UAF (Upstream Activating Factor) associé à la TBP 
(TATA Binding Protein) et le facteur de transcription CF (Core Factor). L’initiation de la 
transcription a lieu lorsque ces facteurs recrutent sur le promoteur la protéine Rrn3 en 
association avec l’ARN polymérase I. Il a été proposé que la kinase TOR pourrait réguler la 
transcription du gène codant le pré-ARNr 35S via une phosphorylation de la protéine Rrn3p 












3. Mécanisme d’assemblage des constituants des ribosomes
 
Dans le chapitre précédant, les données disponibles sur les différentes étapes de la 
maturation des ARNr ont été présentées. Néanmoins, il est crucial de noter que ces processus 
ont lieu au sein de complexes de grande taille dits «particules pré-ribosomiques». Ces 
complexes sont de nature très complexe et surtout très dynamique. En effet, en plus du 
recrutement des nombreuses protéines ribosomiques sur les pré-ARNr en cours de maturation, 
il y a association puis dissociation d’un nombre important de facteurs dits «d’assemblage» de 
type protéique ou ribonucléoprotéique. Plus de 170 facteurs d’assemblage sont connus à 
l’heure actuelle mais malheureusement leur fonction n’a que très rarement été identifiée. Il est 
fort probable que certains d’entre eux soient requis pour la structuration correcte des pré-
ARNr ou encore pour le bon positionnement des protéines ribosomiques. Il a été mis en 
évidence que certains de ces facteurs sont spécifiquement associés à différentes particules pré-
ribosomiques, en grande partie grâce à l’émergence d’études protéomiques à large échelle 
(pour revue: (Fromont-Racine, Senger et al. 2003)). La figure 22A présente les différentes 
particules pré-ribosomiques connues et les différents facteurs d’assemblage avec lesquels 
elles sont associées. Cette figure illustre également le fait que ce processus complexe 
d’assemblage des ribosomes se déroule dans différents compartiments ou régions cellulaires. 
En effet, la synthèse du pré-ARNr 35S et l’assemblage précoce des ribosomes ont lieu dans 
une structure très particulière du noyau appelée Nucléole. Puis le processus d’assemblage se 
poursuit dans le nucléoplasme et enfin s’achève dans le cytoplasme. 
 
a) Le nucléole: lieu de synthèse du pré-ARNr de 35S et 
d’assemblage précoce des ribosomes 
 
Le nucléole est un domaine nucléaire très dynamique dont la fonction la plus connue et 
caractérisée est la synthèse des ribosomes. La figure 22B présente un noyau de levure dans 
lequel apparaissent nettement plusieurs «structures» (selon des critères morphologiques 
distinguables en microscopie électronique): 
  -NP: le nucléoplasme 

















nucléoplasme. Au sein du nucléole, on distingue 3 sous structures: 
   -F: le centre fibrillaire 
   -D: le composant fibrillaire dense 
   -G: le composant granulaire 
Le centre fibrillaire est entouré par le composant fibrillaire dense et le composant 
granulaire. 
L’attribution d’une fonction précise à ces différents compartiments est encore sujette à 
débat. Néanmoins, il a été montré que le centre fibrillaire contient des séquences d’ADNr 
(l’ADN comportant les séquences codant les ARNr). L’ARN polymérase I et les ARNr de 
35S ainsi que Gar1p et Nop1p, deux facteurs de maturation précoce des ribosomes, ont été 
quant à eux détectés dans le composant fibrillaire dense (Leger-Silvestre, Trumtel et al. 1999). 
Ces données suggèrent que la transcription des ARNr et les étapes d’assemblage précoces se 
déroulent dans le composant fibrillaire dense. Les étapes ultérieures d’assemblage auraient 
ensuite lieu dans le composant granulaire.  
Comme l’illustre la figure 22A, l’assemblage des composants ribosomiques se déroule 
au sein de grosses particules pré-ribosomiques. Elles ont été tout d’abord nommées en 
fonction de leur coefficient de sédimentation sur gradient de sucrose, puis de nombreuses 
études de protéomique à large échelle ont permis de déterminer de façon plus précise la 
composition en terme de facteurs d’assemblage et en terme de pré-ARNr des différentes 
particules (pour revue: (Dez and Tollervey 2004)).  
 
b) La particule pré-ribosomique 90S 
 
La formation de la particule pré-ribosomique débute dans le nucléole au cours de la 
transcription du précurseur 35S des ARNr. Les arbres de Miller présentés dans les figures 
22Bc et 22Bd illustrent ce processus d'assemblage co-transcriptionnel (Raska, Shaw et al. 
2006). Les arbres de Miller correspondent à un étalement d’une région chromatinienne 
contenant des gènes codant les ARNr. Le tronc de l’arbre est constitué d’ADNr alors que les 
branches correspondent aux pré-ARNr en cours de synthèse. Des structures en forme de 
boules sont visibles à l’extrémité de ces branches et reflètent l’association des facteurs 
précoces de maturation avec les pré-ARNr.  
Au sein de la particule pré-ribosomique de 90S vont se dérouler les premières étapes 
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de maturation du pré-ARNr 35S telles que les modifications chimiques de type méthylation et 
pseudouridylation, réalisées par les snoRNP C/D et H/ACA, ainsi que les clivages précoces 
aux sites A0, A1 et A2. Par conséquent, lorsque l’on parle de particules 90S, on fait référence 
à un ensemble de particules dont la nature diffère, entre autre de part leur composition en pré-
ARNr (35S, 33S ou 32S). 
 
(1) Les snoRNP C/D et H/ACA requises pour les 
modifications chimiques des pré-ARNr 
 
(a) Les snoRNP C/D guides de méthylation
 
Les snoRNP C/D (Small NucleOlar RiboNucleoProtein particle C/D) sont des petites 
particules localisées dans le nucléole et requises pour les modifications de type méthylation 
en position 2’ du ribose de certains nucléotides des ARNr. Ces petites particules résultent de 
l’association de 5 composants:  
-un petit ARN non codant nommé snoARN C/D 
-4 protéines: Nop1p, Snu13p, Nop56p et Nop58p 
Les snoARN C/D sont des ARN non codants dont la taille varie de 80 à 150 
nucléotides. La figure 23A présente la structure canonique des snoARN C/D. Ces ARN 
possèdent des boites conservées nommées C, D, C’ et D’. Les consensus des boites C et D 
sont respectivement 5’-PuUGAUGA-3’ (Pu signifie purine) et 5’-CUGA-3’. Les boites C’ et 
D’ présentent quant à elles des séquences proches de celles des boites C et D mais souvent 
plus dégénérées (Tycowski, Shu et al. 1996), (Kiss-Laszlo, Henry et al. 1998). Bien que les 
boites C et D soient positionnées aux deux extrémités de l’ARN, elles sont rapprochées dans 
l’espace via un appariement entre les extrémité 5’ et 3’ formant une courte tige. Les snoARN 
C/D présentent également, immédiatement en amont des boites D et/ou D’, de longues 
séquences complémentaires à différentes portions des ARNr. Ces séquences allant de 10 à 21 
nucléotides permettent un appariement de type Watson/Crick entre les snoARN et les ARNr 
et le ciblage de manière très spécifique du nucléotide à méthyler; celui-ci étant toujours 
apparié au 5ème nucléotide en amont de la boite D/D’ (Cavaille, Nicoloso et al. 1996; Kiss-
Laszlo, Henry et al. 1996; Nicoloso, Qu et al. 1996). 
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Les snoARN C/D sont associés de façon stable et spécifique à quatre protéines : 
   -La protéine Nop1p (Fibrillarine chez les eucaryotes supérieurs) a été la 
première protéine identifiée comme composant des snoRNP C/D (Schimmang, Tollervey et 
al. 1989). Elle est nucléolaire et essentielle pour la viabilité cellulaire chez la levure. De plus, 
elle est absolument requise pour la fonction de méthylation (Tollervey, Lehtonen et al. 1993) 
et elle possède un domaine de liaison à la S-adénosyl méthionine (donneur universel du 
groupement méthyl) ce qui suggère fortement que la protéine Nop1p est la sous-unité 
catalytique des snoRNP C/D. De plus, l’équipe d’I.Bozzoni a présenté des résultats de 
méthylation in vitro permettant d’affirmer que Nop1p possède l’activité catalytique du 
complexe. En effet, les snoRNP C/D de levure purifiées utilisées dans ces expériences ne 
présentent une activité méthyl-transférase que lorsqu’elles contiennent une forme sauvage de 
la protéine Nop1p (Galardi, Fatica et al. 2002).  
 
   -Nop56p et Nop58p sont deux protéines nucléolaires apparentées (45 % 
d’identité) essentielles chez la levure. Hormis un domaine riche en résidus basiques KKE/D 
(présent chez les protéines de levure), elles ne présentent pas de signatures protéiques 
notables. Elles ont tout d’abord été identifiées comme interagissant génétiquement (lors d’un 
crible génétique de létalité synthétique) et physiquement avec la protéine Nop1p puis 
plusieurs études ont mis en évidence qu’elles sont associées aux snoARN C/D (Gautier, 
Berges et al. 1997) (Wu, Brockenbrough et al. 1998) (Lafontaine and Tollervey 1999; Lyman, 
Gerace et al. 1999) (Newman, Kuhn et al. 2000) (Lafontaine and Tollervey 2000). 
 
   -La protéine Snu13p présente des homologies de séquence avec la 
protéine Nhp2p et la protéine ribosomique Rpl32p. Elle a tout d’abord été identifiée en tant 
que composant de la particule U4 snRNP de la machinerie d’épissage (Gottschalk, Neubauer 
et al. 1999), (Stevens and Abelson 1999). Snu13p a la capacité de lier spécifiquement une 
structure d’ARN particulière appelée «motif Kink-turn» au sein du snARN U4 (figure 23B) 
(Nottrott, Hartmuth et al. 1999), (Vidovic, Nottrott et al. 2000). Les structures de type Kink-
turn sont également retrouvées au sein des ARNr et des snoARN C/D. Un Kink-turn 
canonique (figure 23Ba) contient 2 courtes tiges (stem I et stem II) séparées par une boucle 
interne de 3 nucléotides. La tige I est formée par deux paires de bases G-C de type Watson-
Crick (pour les ARN C/D ces nucléotides sont variables) alors que la tige II contient 2 paires 
de bases G-A (pour revue: (Henras, Dez et al. 2004)). Il a été montré que Snu13p est un 
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composant des snRNP C/D et qu’elle est requise pour l’accumulation des snoARN C/D 
(Watkins, Segault et al. 2000). De plus, cette étude a mis en évidence que Snu13p interagit de 
façon directe avec les snoARN C/D au niveau d’une structure en Kink-turn semblable à celle 
retrouvée au sein du snARN U4. 
 
Les particules de type C/D sont également présentes chez les archées. Elle sont alors 
nommées sRNP C/D. Elles sont constituées de 4 composants: un petit ARN de type C/D et 3 
proteines: aFib (homolgue de la fibrillarine), L7Ae (homologue de Snu13p/15.5 kDa) et Nop5 
(ancêtre des protéines Nop56p et Nop58p). Les études chez les archées ont, entre autre, 
permis de confirmer l’hypothèse selon laquelle la protéine aFib/Fibrillarine constituerait la 
sous-unité catalytique des particules C/D. Ceci a été mis en évidence par des tests d’activité 
méthyl-transférase de particules C/D d’archées reconstituées in vitro et contenant des formes 
mutées de la protéine aFib (Omer, Ziesche et al. 2002).   
 
(b) Structure des RNP C/D
 
De nombreuses études ont été réalisées dans le but de déterminer comment sont 
agencés les différents composants au sein du complexe. Les approches expérimentales alors 
utilisées ont été très variées telles que, entre autres, des tests d’interaction protéines/protéines 
et protéines/ARN in vitro, des tests de pontages spécifiques in vivo ainsi que des expériences 
de cartographie des sites de liaison des composants protéiques des particules C/D sur un ARN 
C/D («Analogue interference mapping»). Ces études ont été réalisées chez le xénope, dans des 
extraits de cellules de mammifères ou encore in vitro pour, entre autre, les protéines d’archées 
(Szewczak, DeGregorio et al. 2002), (Cahill, Friend et al. 2002), (Omer, Ziesche et al. 2002), 
(Bortolin, Bachellerie et al. 2003), (Tran, Zhang et al. 2003), (Rashid, Aittaleb et al. 2003), 
(Omer, Zago et al. 2006), (Schultz, Nottrott et al. 2006), (Gagnon, Zhang et al. 2006), 
(Aittaleb, Rashid et al. 2003), (Watkins, Dickmanns et al. 2002).  
Les conclusions issues de toutes ces études laissent apparaître un certain nombre de 
similitudes mais également des différences entre les structures des différentes RNP C/D 
proposées. 
Les particules C/D chez les archées et chez les eucaryotes supérieurs présentent une 
protéine L7Ae/15.5 kDa en association spécifique avec la boucle de la structure Kink-turn 
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formée par les boites C et D. Les motifs C’ et D’ chez les archées (dont la séquence est 
généralement moins dégénérée que ceux des eucaryotes) forment également une structure 
Kink-turn capable de recruter L7Ae. En revanche, la protéine 15.5 kDa chez les eucaryotes 
supérieurs ne semble pas s’associer avec ces mêmes motifs.  
Chez les archées, la liaison de la protéine L7Ae au niveau des motifs C/D et C’/D’ est 
indispensable au recrutement des protéines Nop5 et aFib. Ces deux dernières protéines 
seraient capables de former un pré-complexe avant leur recrutement au sein du complexe 
ARN C/D/L7Ae comme le montre la figure 24A présentant la structure du complexe 
Nop5/aFib obtenue par cristallographie aux rayons X. De plus, cet hétérodimère semble 
capable de s’homodimériser via une interaction entre les domaines coiled-coil des deux 
protéines Nop5. La figure 24B présente le modèle d’assemblage des particules C/D chez les 
archées. Ce modèle laisse apparaître une nette symétrie au sein de la particule avec le 
positionnement d’un même complexe protéique tripartite (L7Ae/Nop5/aFib) sur les motifs 
C/D et C’/D’. De plus, ces deux complexes seraient liés via la dimérisation des protéines 
Nop5. 
Chez les eucaryotes supérieurs, le modèle d’assemblage proposé pour les particules 
C/D est sensiblement différent. En effet, d’une part, la protéine 15.5 kDa n’interagirait 
qu’avec les motif C/D; et d’autre part, il a été montré que la protéine Nop58p s’associe au 
motif C/D et la protéine Nop56p avec le motif C’/D’. Etant donné l’homologie entre ces deux 
protéines et la protéine Nop5, il est possible qu’elles soient capables de s’hétérodimériser via 
leur domaine coiled-coil. En conclusion, les particules C/D chez les eucaryotes supérieurs 
présentent une structure asymétrique.  
Une étude récente (en cours de publication) réalisée sur les particules C/D de levure 
par Béatrice Clouet-d’Orval et collaborateurs laisse apparaître une situation intermédiaire 
entre les résultats obtenus chez les archées et les eucaryotes supérieurs. En effet, les snoRNP 
C/D de levure présenteraient deux copies de la protéine Snu13p (homologue de 15.5 

























(c) Les snoRNP H/ACA guides de 
pseudouridylation
 
Les informations relatives aux snoRNP H/ACA guides de pseudouridylation font 
l’objet de la revue « Box H/ACA RNPs: from ribosome formation to telomere maintenance » 
présentée dans ce manuscrit.  
 
 
(2) Les snoRNP C/D et H/ACA requises pour les 
clivages précoces des pré-ARNr 
 
(a) La snoRNP C/D contenant le petit ARN U3 
 
La particule de type C/D contenant le petit ARN essentiel et conservé U3 joue un rôle 
crucial dans les étapes de clivages précoces du pré-ARNr de 35S requis pour la production de 
l’ARNr de 18S. Cela a tout d’abord été mis en évidence dans des études réalisées chez les 
eucaryotes supérieurs: 
-Chez les mammifères: (Kass, Tyc et al. 1990) 
-Chez le xénope: (Savino and Gerbi 1990), (Borovjagin and Gerbi 1999).  
 
Chez la levure Saccharomyces cerevisiae, U3 est également présent et impliqué dans 
la maturation précoce du pré-ARNr (Hughes and Ares 1991), (Beltrame, Henry et al. 1994), 
(Beltrame and Tollervey 1995).  
 
La snoRNP U3 est une particule de type C/D. Néanmoins, aucune fonction de 
méthylation ne lui a été attribuée. Il semble qu’elle soit requise pour la maturation du pré-
ARNr de 35S en lui permettant d’adopter une conformation correcte nécessaire à la réalisation 
des clivages précoces A0, A1 et A2. Ce rôle de chaperon structural serait réalisé grâce à 
plusieurs appariements directs entre le snoARN U3 et le pré-ARNr de 35S. La figure 25 
présente la structure de l’ARN U3 en interaction avec le pré-ARNr de 35S. Le snoARN U3 







qu’une courte séquence de 10 nucléotides en aval de la boite A parfaitement complémentaire 
à une portion du 5’ ETS du pré-ARNr. La figure 25 présente les régions du pré-ARNr (au 
sein du 5’ETS et l’ARNr 18S) ayant été identifiées comme interagissant avec le snoARN U3 
(Beltrame and Tollervey 1992), (Hughes 1996), (Sharma and Tollervey 1999). De façon 
intéressante, la région 5’ du snoARN U3 (contenant les boites CAG, A’ et A) interagit avec 
deux portions cruciales de l’ARNr 18S. En effet, celles-ci sont impliquées dans la formation 
d’une structure en pseudonœud caractéristique universelle de la petite sous-unité ribosomique. 
Il est possible que le snoARN U3 facilite la formation de ce pseudonoeud en rapprochant dans 
l’espace les différentes portions de l’ARNr.  
Le snoARN U3 est associé, comme tous les snoARN C/D aux protéines Nop1p, 
Nop56p, Nop58p et Snu13p auxquelles s’ajoutent de nombreuses autres protéines spécifiques: 
Utp1p à Utp18p (Utp pour: U Three Protein), Utp20 à Utp22p, Noc4p, Mpp10p, Sof1p, 
Dhr1p, Lcp5p, Rcl1p, Esf2p, Imp3p, Imp4p, Rrp5p, Rrp9p, Emg1p, Krr1p, Rps4p, Rps6p, 
Rps7p, Rps9p et Rps14p (Wiederkehr, Pretot et al. 1998), (Billy, Wegierski et al. 2000), 
(Dragon, Gallagher et al. 2002), (Bernstein, Gallagher et al. 2004) (Hoang, Peng et al. 2005), 
(Venema, Vos et al. 2000), (Dunbar, Wormsley et al. 1997), (Lee and Baserga 1999), 
(Venema and Tollervey 1996), (Colley, Beggs et al. 2000) (pour revue: (Granneman and 
Baserga 2004)). La plupart de ces protéines sont essentielles et requises pour les étapes 
précoces de maturation du pré-ARNr de 35S cruciales pour la production de l’ARNr de 18S. 
Ce complexe a ainsi été nommé SSU processome (Small SubUnit processome) (Dragon, 
Gallagher et al. 2002). De plus, il semble que ce SSU processome soit, au moins en partie, à 
l’origine des structures en forme de boules visibles sur les arbres de Miller et positionnées à 
l’extrémité des pré-ARNr en cours de synthèse (Dragon, Gallagher et al. 2002). Le SSU 
processome est un des constituants des particules pré-ribosomiques 90S.  
 
La fonction des composants protéiques du SSU processome est encore largement 
méconnue. Il a été proposé que certaines d’entre elles soient requises pour un couplage entre 
les processus de transcription et de maturation des pré-ARNr car il a été montré que la 
suppression de l’expression de certaines protéines Utp (Utp4p, Utp5p, Utp8p, Utp9p, Utp10p, 
Utp15p et Utp17p) entraîne une inhibition de la transcription des unités d’ADNr par l’ARN 
polymérase I. Ces protéines ont alors été renommées: t-Utp (U Three Protein required for 
Transcription). Néanmoins, ces résultats ont récemment été remis en cause. Les protéines t-
Utp sont capables de former un complexe indépendamment du SSU processome. De plus, ce 
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complexe a la capacité d’être recruté un niveau de la chromatine contenant des ADNr et ceci 
de façon indépendante de la transcription par l’ARN polymérase I (Gallagher, Dunbar et al. 
2004). Il a été proposé que ces protéines forment en quelque sorte un sous-complexe du SSU 
processome permettant un couplage entre la transcription des ADNr et la maturation des pré-
ARNr via le recrutement subséquent des autres composants du SSU processome.  
Une fonction probable dans les processus d’appariements entre le snoARN U3 et le 
pré-ARNr a été proposée pour les protéines Imp3p et Imp4p. En effet, des tests d’interaction 
protéines/ARN et ARN/ARN réalisés in vitro ont mis en évidence que ces deux protéines sont 
capables de lier de façon directe et spécifique le snoARN U3. De plus, de façon très 
intéressante, elles sont absolument requises pour la formation in vitro du duplexe snoARN 
U3/pré-ARNr (Gerczei and Correll 2004). 
 
(b) La snoRNP contenant le petit ARN C/D U14
 
Le snoARN U14 est absolument requis lors des étapes de maturation précoces du pré-
ARNr requises pour la production de l’ARNr de 18S (Li, Zagorski et al. 1990). La figure 26 
présente la structure du snoARN U14. Il possède deux régions nommées A et B présentant 
une complémentarité quasi-parfaite avec l’ARNr de 18S. Il a été mis en évidence que le 
domaine B du snoARN U14 chez le xénope est requis pour la méthylation en position 2’-O du 
ribose du nucléotide 427 de l’ARNr de 18S (Dunbar and Baserga 1998). En revanche, aucune 
fonction de méthylation n’a été attribuée au domaine A. L’introduction de mutations au sein 
de la boite B a permis de mettre en évidence que la fonction essentielle de U14 n’est pas la 
méthylation. En revanche, le domaine A et plus précisément sa capacité à interagir avec une 
portion du 18S au sein du pré-ARNr, est essentiel (Jarmolowski, Zagorski et al. 1990). 
Néanmoins, la fonction exacte de ce domaine n’est pas encore connue. 
 
(c) Les snoRNP contenant les petits ARN H/ACA 
snR30 et snR10
 
Les informations relatives aux snoRNP H/ACA contenant les petits ARN snR30 et 










Les premières étapes du processus de biogenèse des ribosomes consistent donc à 
transcrire le pré-ARNr au sein du nucléole sur lequel vont être recrutés un grand nombre de 
facteurs donnant naissance à la particule pré-ribosomique de 90S. Il a été mis en évidence 
qu’au sein de cette particule sont essentiellement retrouvés des facteurs requis pour la 
maturation de la particule ribosomique de 40S (facteurs pré-40S) et très peu de facteurs 
nécessaires à la biogenèse de la sous-unité de 60S (facteurs pré-60S) (Grandi, Rybin et al. 
2002). Il est possible que ce phénomène reflète simplement le fait que les sites de liaison des 
facteurs pré-40S sont accessibles plus tôt au cours de la synthèse du pré-ARNr et donc 
permettent un recrutement plus précoce des facteurs pré-40S. Une autre hypothèse très 
intéressante a été formulée par Granneman et Baserga (Granneman and Baserga 2004). Ils ont 
proposé que la particule de 90S isolée par Grandi et collaborateurs ne serait pas une particule 
pré-ribosomique précoce contenant le pré-ARNr de 35S comme cela a été proposé mais que, 
cette particule contiendrait l’ARNr de 23 S un précurseur du 18S. En effet, il a été montré que 
beaucoup de composants du SSU processome s’associent de façon préférentielle avec l’ARNr 
de 23S (Wehner and Baserga 2002). Cet ARN est issu du clivage de l’ARNr de 35S au site 
A3 entraînant la séparation des précurseurs ARN de la grande et de la petite sous-unité 
ribosomique. Le fait que le 23S ait été détecté dans un contexte sauvage et qu’il soit capable 
de produire de l’ARNr de 18S suggère fortement qu’il n’est pas un intermédiaire de 
maturation aberrant. La particule pré-ribosomique de 90S isolée par Grandi et collaborateurs 
serait donc un précurseur de la voie 40S ce qui expliquerait le fait qu’elle contienne un grand 
nombre de facteurs pré-40S et peu de facteurs pre-60S (figure 27). Il est possible qu’une 
durée de vie très courte rende la « vraie particule pré-90S » (c'est-à-dire celle contenant le pré-
ARNr de 35S) très difficile à isoler. Il est probable que cette particule contienne à la fois des 
facteurs pré-40S et pré-60S car il a été mis en évidence que certains facteurs pré-60S sont 
associés au pré-ARNr de 35S (Fatica, Cronshaw et al. 2002), (Harnpicharnchai, Jakovljevic et 








c) La voie de maturation des précurseurs de la sous-
unité de 40S 
 
Un grand nombre de facteurs requis pour la production de la particule ribosomique de 
40S sont recrutés de façon très précoce au cours de la biogenèse des ribosomes figure 22A 
(Schafer, Strauss et al. 2003) (pour revue (Fromont-Racine, Senger et al. 2003), (Dez and 
Tollervey 2004)). Certaines protéines telles que Enp1p, Dim1p, Rrp12p, Dim2p, Hrr25p, 
Noc4p et Nop14p présentes dans la pré-90S restent associées aux particules pré-40S et se 
dissocient plus tardivement lors du transit de la pré-40S dans le nucléoplasme (Noc4p, 
Nop14p) ou lors des étapes finales de maturation dans le cytoplasme.  
Le rôle exact de la plupart de ces facteurs n’est souvent pas encore connu. Certaines, 
telles que Tsr1p, Enp1p, semblent requises pour le transport de la petite sous-unité 
ribosomique vers le cytoplasme ou alors requises lors des étapes de maturation ayant lieu 
avant l’exportation (Schafer, Strauss et al. 2003). Alors que d’autres, telles que Rio1p, Rio2p 
et Nob1p seraient requises lors d’étapes de maturation plus tardives ayant lieu dans le 
cytoplasme et absolument requises pour la conversion de pré-ARNr de 20S en 18S 
(Vanrobays, Gleizes et al. 2001), (Vanrobays, Gelugne et al. 2003), (Fatica, Oeffinger et al. 
2003).  
De façon intéressante, une étude récente réalisée sur la kinase Hrr25p a permis de 
proposer qu’elle pouvait réguler la formation d’une partie bien précise de la sous-unité 
ribosomique de 40S appelée «bec» (constitué de l’hélice 33 de l’ARNr de 18S). La 
stabilisation de cette structure requiert la protéine ribosomique Rps3p. Il a été mis en évidence 
que des évènements de phosphorylation puis déphosphorylation de la protéine Rps3p sont 
absolument requis pour la structuration correcte du bec. Hrr25p serait la kinase requise pour 
la phosphorylation de Rps3p mais également de Enp1p, un proche partenaire de Rps3p. Il a 
été proposé que la phosphorylation par Hrr25p permettrait de réguler le positionnement du 
futur bec de telle sorte qu’il ne gène pas le passage de la sous-unité pré-40S par le complexe 
de pore nucléaire (Schafer, Maco et al. 2006).  
La taille importante des particules pré-40S nécessite un système actif (nécessitant de 
l’énergie) d’exportation du noyau vers le cytoplasme via le Complexe de Pore Nucléaire 
(CPN). Le NPC est un complexe résultant de l’assemblage de plusieurs protéines nommées 
nucléoporines. Il est ancré dans l’enveloppe nucléaire et forme une sorte de tunnel laissant 
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diffuser librement les petites molécules entre les compartiments nucléaire et cytoplasmique. 
En revanche, le passage des grosses molécules (que l’on nommera « cargo ») nécessite des 
systèmes actifs de transport. En effet, elles doivent tout d’abord présenter des signaux 
spécifiques reconnus par des protéines appelées caryophérines. Le complexe 
cargo/caryophérine peut alors passer à travers le NPC. L’association entre le cargo et la 
caryophérine est régulée par une protéine nommée Ran à activité GTPasique. Cette protéine 
est majoritairement présente sous la forme Ran-GTP dans le noyau et sous la forme Ran-GDP 
dans le cytoplasme. Le complexe Cargo/exportine (caryophérine requise pour la sortie du 
noyau) ne se forme que dans le noyau en présence de la forme Ran-GTP. Suite au passage à 
travers le NPC, Ran hydrolyse le GTP en GDP (grâce à la présence dans le cytoplasme de co-
activateur de Ran) et induit ainsi la dissociation du complexe cargo/exportine. 
Il a été mis en évidence que l’exportine Crm1p, la GTPase Ran ainsi que certaines 
nucléoporines sont requises pour le transport des particules pré-40S du noyau vers le 
cytoplasme (Moy and Silver 1999) (Gleizes, Noaillac-Depeyre et al. 2001). La reconnaissance 
d’un cargo par l’exportine Crm1p nécessite que ce cargo présente une Séquence 
d’Exportation Nucléaire (NES). Il a récemment été mis en évidence que le facteur 
d’assemblage ribosomique Ltv1p est requis pour l’exportation de la pré-40S et qu’il possède 
une NES fonctionnelle. Il a été alors proposé que Ltv1p pourrait être un des adaptateurs 
permettant la reconnaissance de la pré-40S par l’exportine Crm1p (Seiser, Sundberg et al. 
2006). Certaines nucléoporines au sein du NPC présentent des répétitions des motifs GLFG 
ou FXFG. Il a été proposé que les résidus FG de ces motifs constituent une barrière 
hydrophobe obstruant le NPC et par conséquent empêchant la libre diffusion de grosses 
molécules hydrophile comme les pré-ribosomes. Un des rôles de caryophérines comme 
Crm1p serait d’interagir via des domaines répétés nommés HEAT avec ces motifs FG pour 
permettre le passage du cargo à travers le NPC. De façon intéressante, il a été mis en évidence 
que la protéine Rrp12p possède des répétitions HEAT et qu’elle interagit d’une part avec les 
répétitions FG des nucléoporines et d’autre part avec Ran-GTP. Il a donc été proposé qu’elle 
pourrait être comme Crm1p directement requise pour l’exportation de la pré-40S. De plus, il 
est possible que la protéine Noc4p exerce une fonction identique car elle présente également 
des répétitions HEAT (Dlakic and Tollervey 2004; Oeffinger, Dlakic et al. 2004). 
 
La maturation de la petite sous-unité s’achève dans le cytoplasme où le pré-ARNr de 
20S acquiert une diméthylation via Dim1p et subit le clivage au site D. L’enzyme responsable 
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du clivage au site D n’est pas encore connue. Il a toutefois été proposé que les protéines 
Fap7p et Nob1p sont requises lors de cette étape. La protéine Nob1p présente un domaine de 
type PIN. La détermination de la structure d’un domaine PIN d’archée a mis en évidence qu’il 
présente une homologie de structure avec la RNase H et l’endonucléase flap du phage T4. Sur 
la base de cette homologie, Fatica et collaborateurs ont réalisé des mutations sur des résidus 
clés. Une des ces mutations a entraîné un défaut de production de l’ARNr de 18S. Il a donc 
été proposé que Nob1p pourrait être l’endonucléase responsable du clivage au site D.  
 
d) Les particules pré-60S 
 
La biogenèse de la sous-unité ribosomique de 60S est un processus complexe 
requérant un plus grand nombre de facteurs que la maturation des pré-40S. Ceci est dû, au 
moins en partie, au fait que la maturation du 27SA2 en 5.8S et 25S matures nécessite 
plusieurs étapes de clivages endo- et exonucléolytiques. De plus, l’ARNr de 5S ainsi que de 
nombreuses protéines ribosomiques doivent être incorporés au sein des pré-60S.  
La fonction précise de la plupart des facteurs ribosomiques pré-60S n’est pas encore 
connue. Néanmoins, certains d’entre eux ont fait l’objet d’expériences de purification 
permettant de déterminer à quels pré-ARNr et protéines ils sont associés (Saveanu, Bienvenu 
et al. 2001), (Harnpicharnchai, Jakovljevic et al. 2001), (Bassler, Grandi et al. 2001), 
(Milkereit, Gadal et al. 2001), (Fatica, Cronshaw et al. 2002), (Nissan, Bassler et al. 2002), 
(Saveanu, Namane et al. 2003). Ces résultats, ainsi que la détermination de leur localisation 
cellulaire, ont permis d’identifier les étapes du processus de maturation dans lesquelles ils 
interviennent. 
Il semble que l’ARNr de 5S soit incorporé tardivement, dans le nucléoplasme au sein 
d’une particule pré-60S contenant, entre autre, les protéines Nug1p et Nug2p/Nog2p 
(Harnpicharnchai, Jakovljevic et al. 2001), (Nissan, Bassler et al. 2002).  
L’exportation des particules pré-60S du nucléoplasme vers le cytoplasme requiert 
comme dans le cas des particules pré-40S l’exportine Crm1p et la GTPase Ran (Hurt, Hannus 
et al. 1999). Il semble que la protéine adaptatrice, faisant le lien entre la particule pré-60S et 
Crm1p soit la protéine Nmd3p. En effet, il a été mis en évidence que Nmd3p est absolument 
requise pour l’exportation des particules pré-60S. Une interaction directe entre Nmd3p et la 
protéine Crm1p permettrait le passage des particules pré-60S à travers les complexes de pore 
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nucléaire (Gadal, Strauss et al. 2001) (Ho, Kallstrom et al. 2000) (West, Hedges et al. 2007). 
La protéine Nmd3p présente des liens génétiques ainsi que la capacité de lier directement la 
protéine Rpl10p in vitro. Il a donc tout d’abord été proposé que Rpl10p pourrait, via une 
interaction directe avec Nmd3p, constituer le point d’ancrage de la machinerie d’exportation 
sur les particules pré-60S (Gadal, Strauss et al. 2001). Néanmoins, deux études ultérieures ont 
réfuté ce modèle en montrant entre autre que la protéine Nmd3p s’associe avec les particules 
pré-60S avant la protéine Rpl10p. De plus, ces études ont démontré que Rpl10p ainsi qu’une 
GTPase nommée Lsg1p ne sont pas requises pour le recrutement de Nmd3p mais plutôt pour 
sa dissociation des sous-unités ribosomiques de 60S cytoplasmiques (Hedges, West et al. 
2005), (West, Hedges et al. 2005). 
De façon identique à la situation observée pour l’exportation des pré-40S, il semble 
que la protéine Rrp12p, également associée aux pré-60S, pourrait, via ses répétitions HEAT, 
participer au processus de transport des sous-unités pré-60S au travers des complexes de 
pores nucléaires (Oeffinger, Dlakic et al. 2004). 
Suite à leur exportation dans le cytoplasme, les particules pré-60S sont encore 
associées à un certain nombre de facteurs de maturation tels que: Nog1p, Rlp24p, Arx1p, 
Alb1p et Tif6p. Il a été mis en évidence que le recyclage de ces facteurs requiert différentes 
protéines dont Rei1p, une AAA-ATPase (Drg1p) et une protéine-chaperonne (Jjj1p) 
s’associant au cours des étapes cytoplasmiques de maturation des pré-60S (Lebreton, Saveanu 
et al. 2006), (Demoinet, Jacquier et al. 2007), (Pertschy, Saveanu et al. 2007), (Meyer, Hung 





B. La télomérase humaine est une RNP H/ACA atypique
 
Le maintien de l’intégrité et de la stabilité du génome est absolument crucial pour le 
bon fonctionnement et la propagation de tout organisme vivant. Les télomères constituent l’un 
des éléments absolument requis pour la stabilité des chromosomes linéaires chez les 
eucaryotes. Les télomères sont des structures particulières positionnées à chaque extrémité 
des chromosomes. Il sont synthétisés par une enzyme nommée télomérase.  
 
1. Les télomères sont des structures cruciales protégeant 
l’extrémité des chromosomes
 
a) Les télomères, une solution au problème réplicatif 
 
Les molécules d’ADN linéaires telles que les chromosomes eucaryotes requièrent des 
mécanismes particuliers, en plus des ADN polymérases conventionnelles, pour la réplication 
de leurs extrémités. La machinerie de réplication classique procède à la copie de la molécule 
d’ADN dite parentale via un mode de réplication semi-conservatif. La molécule d’ADN est 
synthétisée dans le sens 5’ vers 3’ et requiert en général une amorce de type ARN. Ces 
propriétés intrinsèques aux ADN polymérases classiques conduisent irrémédiablement à une 
érosion des extrémités chromosomiques à chaque nouveau cycle cellulaire. La figure 28 
illustre, de façon très simplifiée, ce phénomène. Durant la phase S du cycle cellulaire, la 
molécule d’ADN parentale est copiée au sein d’une fourche de réplication se déplaçant d’une 
position interne vers l’extrémité du chromosome. Dans cette fourche de réplication on 
distingue le brin précoce (« Leading) et le brin tardif (« Lagging »). La synthèse du brin 
précoce ne nécessite qu’une amorce ARN et se fait de façon continue jusqu’au dernier 
nucléotide de la molécule d’ADN. La synthèse du brin tardif est quant à elle discontinue et est 
réalisée sous forme de fragments d’Okasaki successifs polymérisés à partir d’amorces d’ARN 
synthétisées tous les 200 nucléotides environ. La copie du brin parental est suivie d’une 
élimination des amorces d’ARN, l’intervalle alors libéré est comblé par une extension du brin 
d’ADN en amont, celui-ci est ensuite ligaturé au fragment d’ADN situé en aval. L’intervalle 
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libéré suite à l’élimination de l’amorce d’ARN la plus distale sur le brin discontinu ne peut 
pas être comblé à cause du caractère unidirectionnel (de 5’ vers 3’) de la synthèse d’ADN par 
les ADN polymérases classiques. Par conséquent, le brin discontinu se trouve raccourci par 
rapport au brin parental dont il est issu. La perte de matériel génétique engendrée par un tel 
raccourcissement pourrait se montrer très délétère pour le devenir de la cellule si elle se 
produisait à chaque division mitotique. Les cellules eucaryotes ont mis en place un système 
permettant de palier à ce problème: les télomères. Les télomères sont des structures 
protectrices, constituées à la fois d’ADN et de protéines positionnées à l’extrémité des 
chromosomes. Leur présence permet d’une part d’empêcher le raccourcissement des 
chromosomes se produisant à chaque cycle cellulaire et d’autre part de faire en sorte que les 
extrémités des chromosomes ne soient pas reconnues par la cellule comme des fragments 
issus de cassures d’ADN double brin. 
 
b) Le composant ADN des télomères est synthétisé par 
la télomérase 
 
Les télomères sont des structures composées de portions d’ADN répétées reconnues 
spécifiquement par des complexes protéiques. Chez la plupart des eucaryotes, le composant 
ADN des télomères est constitué de courts motifs simples, riches en G et répétés en tandem 
sur plusieurs dizaines de kilobases. Ces motifs répétés, dont la séquence est 5’-TTAGGG-3’ 
chez les vertébrés, sont ajoutés en 3’ à l’extrémité des chromosomes par un complexe nommé 
télomérase (Greider and Blackburn 1985). La télomérase est une particule 
ribonucléoprotéique résultant de l’assemblage entre un ARN non codant et plusieurs protéines 
(Greider and Blackburn 1987) (Greider and Blackburn 1989). Le composant ARN de la 
télomérase, nommé TERC (TElomerase RNA Component) ou TR (Telomerase RNA) 
présente une séquence dite «matrice» correspondant à 1,5 fois la séquence complémentaire du 
motif télomérique c’est à dire 5’-CAAUCCCAAUC-3’ chez l’homme (Feng, Funk et al. 
1995). Cette séquence matrice en s’appariant à un motif télomérique permet la formation d’un 
duplexe ADN/ARN qui est alors le substrat de l’une des sous-unités protéiques du complexe 
télomérase: la protéine TERT (TElomerase Reverse Transcriptase) (Shippern-lentz et 
Blackburn 1990 science). Cette protéine possède une activité transcriptase inverse lui 
permettant d’allonger l’extrémité 3’ des chromosomes en copiant la séquence matrice de 
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FIGURE 28:  Schématisation du phénomène de raccourcissement des extrémités chromosomiques 
lors de la réplication
sens de déplacement de la fourche de réplication
FIGURE 29:  Modèle du mode d'action de l'enzyme télomérase 
(Adaptée de Autexier, C. and N. F. Lue (2006). "The structure and function of telomerase reverse
transcriptase." Annu Rev Biochem 75: 493-517.)
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l’ARN TR (figure 29). L’enzyme TERT utilise comme amorce la molécule d’ADN présente 
dans le duplexe ADN/ARN formé suite à l’appariement de TR aux télomères. Par des cycles 
de polymérisation puis translocation, TERT est capable d’ajouter successivement plusieurs 
copies de répétitions télomériques. 
 
c) Les composants protéiques des télomères humains 
 
Les télomères sont constitués de répétitions d’ADN auxquelles sont associées 6 
protéines: TRF1, TRF2, TIN2, Rap1, TPP1 et POT1. Trois d’entre elles, TRF1, TRF2 et 
POT1, sont capables de s’associer de façon directe et spécifique aux répétitions télomériques 
double brin. De plus, POT1 interagit avec la portion simple brin à l’extrémité 3’ des 
télomères. Les protéines TRF1, TRF2 et POT1 sont interconnectées via les protéines TIN2, 
TPP1 et Rap1 (figure 30). Le complexe résultant de l’association des ces 6 protéines a été 
nommé « complexe shelterin » et a pour fonction d’une part de contrôler la synthèse des 
répétitions télomériques par la télomérase et d’autre part de protéger les télomères en 
permettant la formation d’une structure bien particulière au niveau des télomères: la structure 
en « boucle T » ou « t-loop » (figure 31). 
Les structures en boucle T ont un rôle protecteur et sont formées grâce à la présence 
d’une longue portion simple brin à l’extrémité 3’ des télomères (« 3’ overhang »). Cette 
portion, constituée de répétitions télomériques 5’-TTAGGG-3’ simple brin, a la capacité 
d’envahir la partie télomérique double brin située en amont et de s’apparier avec le brin riche 
en C (dit « C-strand ») et ainsi déplacer le brin riche en G (dit « G-strand »). La structure 
résultante a la forme d’une boucle visualisable en microscopie électronique (Griffith, Comeau 
et al. 1999).  
Différentes études ont mis en évidence que les protéines associées aux téloméres ont 
un effet inhibiteur sur l’activité de la télomérase. Il a été proposé que les longs télomères 
permettraient, via un grand nombre de répétitions télomériques, le recrutement d’une quantité 
plus importante de complexes shelterin que les télomères courts. La présence de ces 
complexes aurait pour conséquence de faciliter la liaison de POT1 à la portion télomérique 
simple brin («le 3’ overhang») et de ce fait de diminuer l’accessibilité de cette région pour la 
télomérase (figure 32). Néanmoins, il semble que ce modèle soit un peu trop simpliste car 
deux études récentes on mis en évidence que les protéines POT1 et TPP1 pouvaient 
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FIGURE 30:  Les protéines associées aux télomères
(Adaptée de de Lange, T. (2005). "Shelterin: the protein complex that shapes and safeguards human
telomeres." Genes Dev 19(18): 2100-10.)
FIGURE 31:  La structure en "boucle T" présente à l'extrémité des chromosomes
((Adaptée de de Lange, T. (2005). "Shelterin: the protein complex that shapes and safeguards human
telomeres." Genes Dev 19(18): 2100-10.)
FIGURE 32:  Modèle de régulation de la télomérase par les protéines associées aux télomères
(Adaptée de de Lange, T. (2005). "Shelterin: the protein complex that shapes and safeguards human
telomeres." Genes Dev 19(18): 2100-10.)
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également avoir un effet régulateur positif sur l’activité de la télomérase. De plus, TPP1 serait 
capable de lier directement la télomérase et donc pourrait permettre son recrutement aux 
télomères (Xin, Liu et al. 2007), (Wang, Podell et al. 2007). Il a donc été proposé que dans un 
premier temps, au niveau d’un télomère long, le complexe TOP1/TPP1 aurait effectivement 
un effet négatif sur l’activité télomérase en séquestrant le « 3’ overhang ». Puis, au cours des 
divisions cellulaires induisant un raccourcissement de ce télomère, un mécanisme encore 
inconnu tel qu’une modification post-traductionnelle pourrait induire un changement de 
fonction de POT1/TPP1 qui aurait alors un effet stimulateur de l’activité de la télomérase. 
 
2. La télomérase humaine est une RNP de type H/ACA
 
La télomérase est un complexe ribonucléoprotéique résultant de l’assemblage entre un 
ARN non codant et plusieurs protéines.  
 
a) Le composant ARN de la télomérase humaine: hTR 
 
La présence d’un ARN non codant au sein du complexe télomérase a tout d’abord été 
mise en évidence chez le cilié Tétrahymena thermophila. Une approche par mutagenèse a 
ensuite confirmé que cet ARN est d’une part absolument requis pour l’activité enzymatique 
du complexe et d’autre part qu’il possède une séquence matrice. Ceci a permis de mettre en 
évidence que la télomérase agit en tant que RNP réalisant une transcription inverse d’une 
partie de son propre ARN (Yu, Bradley et al. 1990). L’ARN de la télomérase a ensuite été 
identifié chez de nombreux autres organismes. La figure 33 présente quelques uns de ces 
ARN. Ils ne présentent pas réellement de ressemblance en terme de taille et de séquence 
primaire. En revanche, la comparaison de leur structure secondaire laisse apparaître quelques 
similitudes telles que la présence d’une grande boucle contenant la région matrice et une 
structure en pseudo-nœud. La large boucle étant refermée par une hélice. 
L’ARN de la telomérase chez les vertébrés contient, en plus des structures 
précédemment évoquées, deux domaines spécifiques nommés CR7 et H/ACA (Chen, Blasco 
et al. 2000), (Mitchell, Cheng et al. 1999). Néanmoins, seuls le pseudo-noeud et les domaines 






mis en évidence, chez les mammifères, que ces domaines lient de façon indépendante 
l’enzyme TERT (Chen and Greider 2003), (Keppler and Jarstfer 2004). 
La caractérisation initiale du domaine H/ACA de l’ARN de la télomérase humaine 
(hTR) a mis en évidence qu’il est, comme dans le cas des snoARN H/ACA, requis pour la 
stabilité et la maturation de l’extrémité 3’ de hTR. De plus, il est capable de s’associer aux 
protéines du cœur des particules H/ACA: dyskérine, hGar1, hNhp2 et hNop10 (Dragon, 
Pogacic et al. 2000), (Mitchell, Wood et al. 1999), (Pogacic, Dragon et al. 2000). Il a 
également été montré que lorsque l’ARN hTR est exprimé chez la levure Saccharomyces 
cerevisiae, il se comporte comme un snoARN H/ACA classique en s’associant aux protéines 
Cbf5p, Gar1p, Nhp2p et Nop10p et en étant absolument tributaire de Cbf5p, Nhp2p et 
Nop10p pour son accumulation (Dez, Henras et al. 2001). Aucune évidence ne permet, à 
l’heure actuelle, de suggérer que le domaine H/ACA de l’ARN de la télomérase, comme la 
majorité des snoARN et scaARN H/ACA, guide une modification de type pseudouridylation. 
En revanche, plusieurs données suggèrent qu’il est requis pour la localisation de l’ARN hTR. 
En effet, il a été mis en évidence que le domaine H/ACA et plus particulièrement une petite 
séquence nommée « boite CAB » (CAjal Body localization signal) positionnée au niveau de 
la boucle apicale de la tige 3’ du domaine H/ACA permet l’adressage de hTR au sein des 
corpuscules de Cajal (CBs) (Jady, Bertrand et al. 2004). Ce sont des petites structures 
nucléoplasmiques impliquées, entre autre, dans la maturation et/ou le stockage de divers 
complexes tels que les particules snRNP du spliceosome. Il a été proposé que les CBs 
permettent de délivrer, au cours de la phase S du cycle cellulaire, l’ARN de la télomérase au 
niveau des télomères devant être allongés. En effet, une co-localisation significative entre 
certains télomères, l’ARN de la télomérase et la coïline (le marqueur des CBs) a été visualisée 
dans des cellules HeLa en phase S (Jady, Richard et al. 2006), (Tomlinson, Ziegler et al. 
2006).      
 
b) L’enzyme transcriptase inverse humaine: hTERT 
 
L’enzyme transcriptase inverse, nommée hTERT chez l’homme, est l’un des 
composants absolument requis pour l’activité du complexe télomérase. Cette enzyme a tout 
d’abord été identifiée chez la levure grâce à un crible génétique recherchant des gènes dont la 






Shorter Telomeres »). Elle a été nommée Est2p (Lendvay, Morris et al. 1996). De façon 
concomitante, son homologue chez le cilié Euplotes aediculatus, nommé p123, a été purifié et 
identifié (Lingner and Cech 1996). Est2p et p123 présentent des similitudes de séquence avec 
les transcriptases inverses (RT) classiques, et plus particulièrement avec les RT des 
rétrotransposons non-LTR (Long Terminal Repeat). Les orthologues de ces deux protéines 
ont ensuite été identifiés dans de nombreux autres organismes. Elles possèdent toutes, en 
position centrale, les sept motifs caractéristiques des enzymes à activité transcriptase inverse: 
les motifs 1, 2, A, B', C, D, and E (figure 34). Néanmoins, elles présentent la particularité de 
posséder une large insertion entre les motifs A et B’ nommée IFD («Insertion in Fingers 
Domain»). De plus, elles présentent des extensions amino- et carboxy-terminales qui leur sont 
spécifiques. Ces extensions ont, respectivement, une taille de 400 et 150-200 acides aminés et 
sont appelées NTE («N-Terminal Extension») et CTE («C-Terminal Extension»). La région 
CTE serait requise pour la processivité et la localisation de l’enzyme. La région NTE contient 
des motifs conservés portant des noms variables en fonction de la TERT considérée car ils ont 
été mis en évidence dans différentes études. Ils sont, en autre, impliqués dans la liaison à 
l’ARN (Autexier and Lue 2006). En effet, la région NTE contient 2 domaines de liaison à 
l’ARN TR (nommés RID1 et RID2 pour hTERT) présentant des affinités différentes pour TR. 
Dans le cas de hTERT, le domaine RID2 (« RNA Interaction Domain ») est plus affin pour 
l’ARN que le domaine RID1. Ils interagissent respectivement avec les domaines CR4/CR5 et 
le pseudonoeud de l’ARN hTR (figure 33) (Mitchell and Collins 2000), (Lai, Mitchell et al. 
2001), (Bachand and Autexier 2001), (Moriarty, Huard et al. 2002), (Moriarty, Marie-
Egyptienne et al. 2004).  
 
c) Les protéines associées à la télomérase 
 
Les composants essentiels et minimums permettant de reconstituer une activité 
télomérase in vitro sont l’ARN hTR et l’enzyme reverse transcriptase. Néanmoins, un certain 
nombre de protéines semblent être essentielles, in vivo, pour les étapes d’assemblage, de 
maturation et de régulation de la particule télomérase.  
Le tableau de la figure 35 présente certaines de ces protéines: c-Abl (Kharbanda, 
Kumar et al. 2000), L22 et hStau (Le, Sternglanz et al. 2000), 14.3.3 (Seimiya, Sawada et al. 














































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   


















































































































































































































































































































































































































   
   
   




































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































et E (Ford, Wright et al. 2002), SMN (Bachand, Boisvert et al. 2002), Ku 70/80 (Chai, Ford et 
al. 2002), KIP (Lee, Yu et al. 2004), p23, Hsp90 et Hsp70 (Holt, Aisner et al. 1999), TEP1 
(Harrington, McPhail et al. 1997; Nakayama, Saito et al. 1997; Liu, Snow et al. 2000; 
Poderycki, Rome et al. 2005). Elles peuvent être classées en plusieurs catégories: certaines 
interagissent avec hTR (ex: La et TEP1), d’autres avec hTERT (ex: p23, Hsp90, Hsp70, 
14.3.3 et Ku 70/80); certaines régulent négativement l’activité télomérase (ex: c-Abl, PinX1) 
et d’autres positivement (ex: KIP); enfin certaines sont requises pour l’assemblage et/ou le 
transport de la particule (ex: 14.3.3, SMN, TEP1) alors que d’autres semblent requises 
essentiellement pour la fonction de la télomérase (ex: les hnRNP).  
Malheureusement, la fonction exacte que jouent ces protéines dans la vie de la 
particule télomérase n’est, pour la plupart, pas encore connue. Un long chemin reste encore à 
parcourir jusqu'à la compréhension des modes d’assemblage, de fonctionnement et de 
régulation de la particule témolérase. 
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IV. STRUCTURE DES RNP H/ACA 
 
Dans la première partie de ce manuscrit, j’ai présenté de manière générale les 
particules de type H/ACA ainsi que les fonctions qu’elles exercent. Nous avons pu voir 
qu’elles sont présentes chez les archées et chez les eucaryotes et qu’elles interviennent dans 
diverses fonctions cellulaires fondamentales telles que, entre autre, la biogenèse des 
ribosomes via les snoRNP H/ACA, la biogenèse des particules snRNP de la machinerie 
d’épissage via les scaRNP H/ACA et le maintien de l’intégrité des chromosomes par la plus 
atypique des RNP H/ACA: la télomérase. Une telle diversité de fonction et une telle 
conservation au cours de l’évolution traduit probablement le fait que l’acquisition d’un 
domaine H/ACA par un ARN non codant est un avantage certain au cours du processus de 
sélection naturelle. Quel que soit l’organisme et l’ARN dans lequel le domaine H/ACA est 
présent, la RNP H/ACA est formée via une interaction entre un cœur protéique spécifique 
comprenant les protéines aCbf5/Cbf5p/Dyskérine, aGar1/Gar1p, L7Ae/Nhp2p et 
aNop10/Nop10p avec un domaine ARN de type H/ACA (comprenant une tige suivie d’une 
boite ACA ou 2 tiges séparées par une boite H et suivies d’une boite ACA). L’un des défis à 
l’heure actuelle consiste à déterminer comment les composants de ce complexe si bien 
conservé sont assemblés les uns avec les autres. Les chapitres suivants présentent les données 
dont nous disposons sur la biogenèse des particules H/ACA. Les résultats que j’ai obtenus 
pendant ma thèse permettant d’apporter des éléments sur le mécanisme d’assemblage des 
RNP H/ACA seront ensuite présentés. 
Les particules H/ACA ont initialement été découvertes chez la levure Saccharomyces
cerevisiae. Elles ont fait l’objet d’une large étude visant à comprendre leur fonction et leur 
mode de synthèse. La levure Saccharomyces cerevisiae, s’est avérée un modèle d’étude très 
intéressant pour lequel nous disposons d’un grand nombre d’outils génétiques et 
biochimiques. Ces études ont permis d’obtenir de nombreuses données concernant 
l’assemblage des particules H/ACA (Ces données seront présentées dans le chapitre IV-B de 
la partie introduction). Néanmoins, les difficultés de production de formes recombinantes des 
protéines du complexe eucaryote ont empêché les équipes travaillant sur le modèle levure 
d’obtenir des informations détaillées sur les interactions protéine/protéine et protéine/ARN ou 
encore des données de structures cristallographiques du complexe. Ce genre d’information est 
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absolument crucial si l’on désire déterminer l’agencement des différents composants au sein 
de la RNP. La solution a résidé dans l’étude des particules H/ACA chez les archées pour 
lesquelles aucun problème de production de formes recombinantes des membres du complexe 
ne s’est posé. Les résultats de ces études seront présentés dans le chapitre IV-A. Enfin dans le 
chapitre IV-C seront présentées les données de structure obtenues pour les particules H/ACA 
chez les mammifères.  
 
A. Structure des RNP H/ACA chez les archées
 
1. Reconstitution des particules H/ACA d’archées in vitro
 
Les particules d’archées ont fait l’objet d’une description au sein de la revue 
«Structure and function of box H/ACA RNPs» présentée dans l’introduction de ce manuscrit. 
De façon identique à leurs homologues eucaryotes, les RNP H/ACA chez les archées, 
nommées sRNP H/ACA (Small RNP H/ACA) résultent de l’association de 4 protéines 
spécifiques avec un ARN non codant, les sARN H/ACA (Small ARN H/ACA). La plupart de 
ces sARN H/ACA (Small RNA) ne contiennent qu’une tige boucle suivie d’une boite ACA. 
Les protéines du complexe sont nommées aCbf5 (orthologue de Cbf5p de levure), aGar1 
(orthologue de Gar1p de levure), aNop10 (orthologue de Nop10p de levure) et enfin L7Ae 
(orthologue de Nhp2p de levure). L7Ae est également l’orthologue de la protéine Snu13p de 
levure et fait donc également partie de sRNP C/D chez les archées. Il a été montré qu’elle 
s’associe de façon spécifique à des structures en K-turn présentes au sein des sARN C/D et 
H/ACA (Rozhdestvensky, Tang et al. 2003).  
L’étude de l’assemblage in vitro des RNP H/ACA chez les archées a été menée 
principalement par deux équipes dirigées par Christiane Branlant et Michael Terns. Elles ont 
permis, au moins en partie, de déterminer les interactions existant entre les différents 
composants au sein du complexe ainsi que les éléments indispensables à la formation de 
particules actives dans des tests de pseudouridylation in vitro.  
Dans ces deux études, le sARN choisi ne contient qu’une seule tige suivie d’une boite 
ACA et arbore un motif de type Kink-turn en position apicale de la boucle permettant la 
liaison à la protéine L7Ae. Il s’agit de l’ARN Pab91 de Pyrococcus abyssi (Charpentier, 
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Muller et al. 2005) et de l’ARN Pf9 de Pyrococcus furiosus (Baker, Youssef et al. 2005). Ils 
permettent, respectivement, de guider la modification de l’uridine U2685 de l’ARNr de 23S et 
de l’uridine U910 de l’ARNr de 16S. Les protéines aCbf5, aGar1, aNop10 et L7Ae utilisées 
ont été produites chez E.coli et purifiées en conditions natives via une étiquette GST 
(Charpentier, Muller et al. 2005) ou histidine (Baker, Youssef et al. 2005). 
Ces études ont mis en évidence que les protéines aGar1 et aNop10 sont capables 
d’interagir de façon directe avec la protéine aCbf5. La protéine L7Ae, quant à elle, n’interagit 
avec aucune des protéines du complexe. Les résultats des tests d’interaction protéines-ARN 
réalisés par gel retard indiquent que seules les protéines aCbf5 et L7Ae lient directement les 
sARN H/ACA. Les déterminants ARN nécessaires pour ces interactions étant: d’une part le 
motif Kink-turn au niveau de la partie apicale de la tige-boucle pour la protéine L7Ae et 
d’autre part la boite ACA, la poche de pseudouridylation et la base de la tige pour la protéine 
aCbf5. De façon surprenante, Baker et collaborateurs ont mis en évidence que la boucle 
apicale de la tige est également nécessaire pour une interaction forte avec la protéine aCbf5. 
Néanmoins, il est possible que la modification de cette partie de la tige, réalisée lors de ces 
tests, altère la conformation globale de l’ARN et entraîne donc indirectement une perte 
d’affinité pour aCbf5. Il s’agit malheureusement de l’un des inconvénients majeurs de ce type 
d’approche.  
Les protéines aGar1 et aNop10 quant à elles n’interagissent pas seules avec le sARN 
H/ACA. Elles sont néanmoins recrutées en présence de la protéine aCbf5. Le modèle de la 
figure 36 présente une structure probable des particules H/ACA d’archées sur la base des 
résultats d’interaction in vitro. La conclusion des deux études convergent vers le même 
modèle. Néanmoins, un certain nombre de différences ont été mises en évidence: un complexe 
aCbf5/aGar1/aNop10 en absence d’ARN n’a été obtenu que par Baker et collaborateurs; La 
protéine aGar1 a un effet inhibiteur sur la formation du complexe aCbf5/aNop10/sARN 
H/ACA dans l’étude de Charpentier et collaborateurs; Enfin, la protéine aCbf5 interagit certes 
de façon spécifique mais avec une affinité plutôt faible avec le sARN H/ACA, cette 
interaction semble être stabilisée par les protéines aNop10 et L7Ae (Charpentier, Muller et al. 
2005). Il est probable que ces discordances soient le fait de l’utilisation de protéines 
présentant des étiquettes différentes, GST ou Histidine, pouvant altérer de façon variable les 
propriétés du complexe.  
Lors de ces deux études, l’activité de pseudouridylation des complexes formés a 






comportant une séquence identique à l’ARN cible naturel. C'est-à-dire une uridine encadrée 
par des petites séquences complémentaires à la partie haute de la poche de pseudouridylation. 
Baker et collaborateurs n’ont obtenu de pseudouridylation que dans le cas où tous les 
composants du complexe étaient présents: le sARN H/ACA, aCbf5, aGar1, aNop10 et L7Ae. 
En revanche, l’étude de Charpentier et collaborateurs laisse apparaître, peut être grâce à un 
test d’une sensibilité plus grande, que le complexe minimum comportant une activité contient: 
le sARN H/ACA, aCbf5 et aNop10. Toutefois, l’addition de la protéine aGar1 et dans une 
plus grande mesure de L7Ae, augmente de façon considérable l’activité du complexe.  
 
Malgré quelques divergences, ces deux études ont permis, grâce à l’utilisation du 
modèle archée, d’avancer de façon considérable dans la compréhension de la structure des 
RNP H/ACA. Un grand pas supplémentaire a été fait par la récente publication des structures 
cristallographiques de composants des RNP H/ACA ou de RNP H/ACA complètes d’archées. 
Ces données sont présentées dans le chapitre suivant. 
 
2. Structures cristallographiques des RNP H/ACA 
d’archées
 
L’utilisation de techniques de RMN et de cristallographie aux rayons X a permis de 
révéler la structure des RNP H/ACA d’archées. Ces approches ont été employées lors de 
plusieurs études pour tout d’abord le complexe aCbf5/aNop10 (Hamma, Reichow et al. 2005; 
Manival, Charron et al. 2006) puis aCbf5/aNop10/aGar1 (Rashid, Liang et al. 2006) et enfin 
une particule complète contenant aCbf5/aNop10/aGar1/L7Ae et un sARN H/ACA (Li and Ye 
2006). Ces résultats ont permis de déterminer comment les différents composants sont 
agencés dans le complexe et de proposer des rôles pour chacun d’entre eux dans la fonction 
de la RNP complète. Il apparaît qu’un certain nombre d’hypothèses, formulées suite aux 
analyses biochimiques concernant des interactions ayant lieu au sein du complexe, s’avèrent 
justes. La figure 37 présente la structure de la particule complète de l’archée Pyrococcus
furiosus. Le sARN H/ACA utilisé, nommé Afu46, ne contient qu’une seule tige boucle et une 
boite ACA totalisant 65 nucléotides. 
Les composants protéiques du complexe forment une sorte de triangle équilatéral dont 
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la taille des cotés est comprise entre 80 et 90 angströms. La protéine aCbf5 occupe un des 
coins ainsi que la plus grande partie au centre. aGar1 et L7Ae sont positionnées aux deux 
autres coins et aNop10 est en quelque sorte  « prise en sandwich » entre aCbf5 et L7Ae. 
 
a) Structure des protéines du complexe H/ACA chez les 
archées
 
(1) Structure de aCbf5 
 
aCbf5 est constituée de deux grands domaines: le domaine PUA (PseudoUridine 
synthase and Archeosine transglycosylase) et le domaine catalytique, lui même divisé en deux 
domaines D1 et D2 (figure 37).  
Le domaine catalytique contient un feuillet beta de six brins dont l’une des faces 
arbore plusieurs boucles et des hélices alpha jouxtant le site actif. Le domaine PUA ainsi que 
plusieurs hélices alpha supplémentaires forment des sortes de protubérances émergeant du 
domaine catalytique. 
La superposition de la structure de l’enzyme pseudouridylsynthase TruB avec celle de 
aCbf5 montre une similarité de structure très forte (figure 38a). Néanmoins, un certain 
nombre de différences existent entre ces deux protéines et peuvent provenir du fait que 
l’enzyme TruB, contrairement à aCbf5, ne nécessite pas d’ARN guide pour réaliser la 
modification de son substrat, l’uridine 55 des ARNt. Voici les 2 variations majeures 
observées entre aCbf5 et TruB: 
-Deux segments importants pour la reconnaissance du substrat: E5/E6 et E8/E9/D4 
chez TruB sont absents chez aCbf5 qui, à la place, présente une petite boucle non 
structurée. Cela laisse une large poche juste au-dessus du site d’interaction avec l’uridine 
cible. On peut imaginer que cet espace libéré permet l’interaction avec le duplexe ARN 
H/ACA-ARN substrat.  
-Le domaine PUA de aCbf5 est bien plus grand que celui de TruB. De plus, ce 
domaine chez aCbf5 est entouré par une extension amino-terminale du domaine 
catalytique. Cette extension est absente chez l’enzyme TruB. Cette structure a pour 
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FIGURE 37:  Structure cristallographique d'une particule H/ACA complète d'archées 
(a): séquence et structure secondaire du sARN H/ACA Afu46 
(b): structure cristallographique de la particule, les codes couleurs correspondent entre (a) et (b) 
  
(Adaptée de Ye, K. (2007). "H/ACA guide RNAs, proteins and complexes."  





FIGURE 38:  La protéine aCbf5 adopte une structure très proche de celle de l'enzyme TruB 
(a): superposition entre les structures de aCbf5 (vert) et TruB (gris), les aspartates catalytiques sont indiqués 
en rouge pour TruB et magenta pour aCbf5 
(Adaptée de Rashid, R., B. Liang, et al. (2006). "Crystal structure of a Cbf5-Nop10-Gar1 complex and  
implications in RNA-guided pseudouridylation and dyskeratosis congenita." Mol Cell 21(2): 249-60.) 
 
(b): superposition entre les résidus des sites actifs de aCbf5 et TruB, les résidus de TruB sont en gris; tous les 
autres sont des résidus de aCbf5 
(Adaptée de Hamma, T., S. L. Reichow, et al. (2005). "The Cbf5-Nop10 complex is a molecular bracket that 
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conséquence de stabiliser le domaine PUA par rapport au domaine catalytique et pourrait 
alors restreindre sa spécificité aux sARN H/ACA. 
 
Les sites actifs de TruB et de aCbf5 se superposent très bien, y compris les trois 
résidus conservés chez toutes les pseudouridylsynthases: un aspartate, une arginine et une 
tyrosine. Ceci suggère fortement que la catalyse est réalisée de la même façon chez TruB et 
aCbf5 (figure 38b). 
 
(2) Structure de aNop10 
 
aNop10 contient deux domaines distincts (figure 39). Un domaine à l’extrémité 
amino-terminale comprenant quatre brins E (dont deux très rapprochés). Quatre cystéines 
au sein des ces brins E, conservées chez les archées et absentes chez les eucaryotes, 
permettent la liaison à un atome de zinc (Manival, Charron et al. 2006). L’extrémité 
carboxy-terminale de aNop10 contient une hélice D. Elle est reliée au domaine amino-
terminal via un long segment conservé, le « linker », d’une taille d’environ 20 angströms. 
 
(3) Structure de aGar1 
 
aGar1 forme un tonneau E de six brins qui appartient à la famille 
« reductase/isomerase/elongation factor » (figure 40a). Il a été mis en évidence que ce type de 
domaine peut être impliqué dans des interactions protéine/protéine et protéine/ARN. Au sein 
de la protéine EF-Tu, ce domaine (domaine 2), est requis pour la liaison à l’ARN. Toutefois, 
la comparaison de aGar1 liée à aCbf5 avec le domaine 2 de EF-Tu en interaction avec un 
ARNt indique que les résidus utilisés par EF-Tu pour lier l’ARN sont, dans le cas de aGar1, 
impliqués dans l’interaction avec aCbf5. Il n’est donc pas possible, dans cette configuration, 





(4) Structure de L7Ae 
 
La structure de la protéine L7Ae d’archées consiste en un domaine globulaire 
comprenant un feuillet ȕ pris en sandwich par des hélices Į (figure 41) (Hamma and Ferre-
D'Amare 2004) (Suryadi, Tran et al. 2005) (Charron, Manival et al. 2004). Les hélices Į1, Į4 
et Į5 sont parallèles entre elles ainsi que les hélices Į2, Į310 et Į3. Ces deux groupes d’hélices 
étant positionnés perpendiculairement l’un par rapport à l’autre. Le feuillet ȕ est constitué de 
3 brins parallèles, ȕ1- ȕ3 et d’un brin anti-parallèle, ȕ4.  
 
b) Les interactions protéine/protéine au sein du 
complexe
 
Le premier complexe étudié en cristallographie contient les protéines aCbf5 et aNop10 
(Hamma, Reichow et al. 2005; Manival, Charron et al. 2006). Il a été mis en évidence que ces 
deux protéines ont un impact important l’une sur l’autre. En effet, d’une part la protéine 
aNop10 est globalement non structurée en absence de aCbf5 et d’autre part aCbf5 est inactive 
en absence de aNop10.  
aNop10 lie aCbf5 du côté opposé au domaine PUA. A l’échelle de aNop10, cette 
interaction est considérable car elle implique environ 46% de sa surface totale; les trois 
domaines de aNop10, le « linker » ainsi que les domaines amino et carboxy-terminaux sont 
engagés dans la liaison à aCbf5. L’hélice D et le tonneau E de aNop10 interagissent 
respectivement avec l’hélice D6 et le feuillet E central (formé par E10-E12 et en partie par E3 
et E4) de aCbf5. L’interface entre les deux protéines implique de nombreux résidus très 
conservés et est formée par un réseau dense de liaisons hydrogènes, d’interactions de van der 
Waals et de ponts salins.  
Il semble que aNop10 soit requise pour l’activité catalytique de aCbf5 en permettant le 
positionnement correct, via de liaisons hydrogènes, de plusieurs résidus absolument cruciaux 
au niveau du site actif de aCbf5 (Hamma, Reichow et al. 2005; Manival, Charron et al. 2006) 
Si l’on considère que, dans le complexe, aNop10 se trouve au Nord de aCbf5 alors 
aGar1 se trouve à l’Est. La liaison de aGar1 à aCbf5 implique là encore des résidus conservés. 
aGar1 interagit essentiellement via les boucles formées par E1-E2 et E4-E5 et avec le « coin » 
 54 
Introduction 
                                                                                                                                                                           
de aCbf5 formé par le brin E7 et les hélices D3 et D5 (figure 42). 
Il a été proposé que aGar1 pourrait moduler la position de la boucle comprise entre les 
brins E7 et E10 (figure 43) (Li and Ye 2006). Cette boucle pourrait basculer d’une position 
dite « fermée » c'est-à-dire en interaction avec le substrat vers une position dite « ouverte » où 
elle serait alors en interaction avec aGar1 (via des liaisons hydrophobes). Cela libèrerait un 
espace pouvant faciliter l’entrée et/ou la sortie du substrat. Cette hypothèse a été formulée car 
il a été mis en évidence que cette boucle adopte deux positions différentes: dans la structure 
des complexes aCbf5/aGar1/aNop10 où elle est en position dite « fermée » (Rashid, Liang et 
al. 2006) alors qu’au sein de la particule complète (Li and Ye 2006) elle est en position dite 
« ouverte ». 
Bien que lors des tests biochimiques aucune interaction protéine/protéine n’a pu être 
mis en évidence pour la protéine L7Ae, il apparaît que dans la particule complète elle est en 
interaction avec la protéine aNop10 (figure 44). En effet, l’hélice D3 de L7ae contacte 
l’hélice D1 de aNop10 qui elle-même est en contact avec l’hélice D6 de aCbf5. De plus, une 
boucle à l’extrémité amino-terminale de l’hélice D3 de L7ae interagit avec le « linker » de 
aNop10. La surface totale d’interaction entre ces deux protéines est relativement faible ce qui 
peut expliquer le fait qu’elle n’est pas été visualisée lors des tests biochimiques. 
 
c) Les interactions protéine/ARN au sein du complexe 
 
Lors de la détermination de la structure d’une RNP H/ACA d’archées complète (Li 
and Ye 2006), il a été mis en évidence que le composant ARN adopte une conformation 
proche de celle proposée lors des prédictions de structures secondaires (figure 45). En effet, 
la tige du sARN H/ACA adopte une structure quasi-linéaire consistant en une tige supérieure, 
nommée P2, et une tige inférieure, P1, suivie de la boite ACA. Les deux tiges étant reliées par 
la poche de pseudouridylation. Cet ARN occupe une surface d’une longueur de 80 angströms. 
Il n’y a qu’une « face » de l’ARN en contact avec les protéines du complexe. La boite ACA 
ainsi que la tige P1 interagissent avec le domaine PUA de aCbf5 alors que la poche de 
pseudourydilation lie le domaine catalytique. Le domaine D1 et plus particulièrement le site 
actif est positionné au centre de la séquence guide de l’ARN, c'est-à-dire la portion du sARN 
s’hybridant au substrat et permettant de sélectionner l’uridine à modifier. La tige P2 quant à 
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FIGURE 39:  Structure de la protéine aNop10 
 
(Adaptée de Hamma, T., S. L. Reichow, et al. (2005). "The Cbf5-Nop10 complex is a molecular bracket that 
organizes box H/ACA RNPs." Nat Struct Mol Biol 12(12): 1101-7.) 
 
FIGURE 40:  Structure de la protéine aGar1 
(a): structure de la protéine aGar1 en bleu en interaction avec aCbf5 en vert 
(b): structure du domaine 2 de EF-Tu en interaction avec un ARNt 
 
(Adaptée de Rashid, R., B. Liang, et al. (2006). "Crystal structure of a Cbf5-Nop10-Gar1 complex and  




FIGURE 41:  Structure de la protéine L7Ae 
 
(Adaptée de Suryadi, J., E. J. Tran, et al. (2005). "The crystal structure of the Methanocaldococcus jannaschii  
multifunctional L7Ae RNA-binding protein reveals an induced-fit interaction with the box C/D RNAs."  
Biochemistry 44(28): 9657-72. 
 FIGURE 43:  La protéine aGar1 permettrait de moduler la position de la boucle joignant les brins B7 et B10 
 
(Adaptée de Li, L. and K. Ye (2006). "Crystal structure of an H/ACA box ribonucleoprotein particle." 
 Nature 443(7109): 302-7.) 
FIGURE 42:  Interaction entre les protéines aGar1 et aCbf5 
 
(Adaptée de Rashid, R., B. Liang, et al. (2006). "Crystal structure of a Cbf5-Nop10-Gar1 complex and  
implications in RNA-guided pseudouridylation and dyskeratosis congenita." Mol Cell 21(2): 249-60.) 











elle est associée, si l’on se déplace de la partie basale vers la partie apicale de la tige, à aCbf5 
puis aNop10 et enfin L7Ae au niveau du motif Kink-turn. Si l’on regarde la conformation de 
l’ARN dans sa globalité (figure 45c) on observe une courbure de 50° environ entre les axes 
des tiges P1 et P2. D’autre part, la boite ACA et la tige P1 adoptent une structure en forme de 
« L ». Le domaine PUA semble interagir de façon spécifique avec la boite ACA et plus 
particulièrement avec les deux adénines du motif. Ceci permet d’expliquer le rôle crucial joué 
par cette boite dans la formation du complexe et pour l’accumulation des sARN H/ACA in
vivo (Ganot, Caizergues-Ferrer et al. 1997).  
La protéine aNop10 semble jouer un rôle crucial dans la structuration de la tige P2 du 
sARN. Elle permet de faire le lien entre les différents éléments du complexe en interagissant à 
la fois avec L7Ae, le sARN et aCbf5. L’existence d’une interaction avec le sARN peut 
paraître surprenante car dans les tests biochimiques il a été montré que aNop10 ne lie pas 
l’ARN de façon directe (en gel retard) (Baker, Youssef et al. 2005), (Charpentier, Muller et al. 
2005). Toutefois, il est possible que aNop10 requiert la présence de aCbf5 afin d’acquérir une 
conformation correcte lui permettant d’interagir avec l’ARN. Il est important de noter que des 
tests d’interaction entre des formes raccourcies du snoARN H/ACA humain U65 et la 
protéine Nop10p de levure ont mis en évidence une interaction directe possible entre Nop10p 
et U65 (Khanna, Wu et al. 2006). Cependant, dans cette étude, le domaine montrant une 
affinité pour l’ARN au sein de Nop10p semblait être les brins E (à l’extrémité amino-
terminale) alors que dans la structure de la RNP complète aNop10 interagit avec l’ARN via 
des résidus de l’extrémité carboxy-terminale. 
Comme le montre la structure de la particule H/ACA complète (figure 45), aGar1 est 
la seule protéine qui ne soit pas en contact direct avec l’ARN. Ce résultat est en accord avec 
ceux obtenus par les tests biochimiques indiquant que aGar1 en gel retard ne lie pas le sARN 
H/ACA (Baker, Youssef et al. 2005), (Charpentier, Muller et al. 2005). Une telle position de 
aGar1 au sein du complexe peut expliquer le fait qu’in vivo elle soit la seule protéine qui ne 





d) Mécanisme proposé pour le recrutement de l’ARN 
substrat au sein de la sRNP H/ACA  
 
Li et Ye ont proposé, sur la base des informations connues pour l’enzyme TruB 
(Hoang and Ferre-D'Amare 2001), un modèle permettant de placer le substrat au sein du 
complexe (Li and Ye 2006). La figure 46 présente ce modèle: le substrat au sein du site 
catalytique adopte une structure en forme de U et est orienté de façon verticale par rapport au 
plan formé par la protéine aCbf5. Les hélices PS2 et P1 (figure 46) sont sur le même axe et 
forment une pseudo-hélice continue avec, à une extrémité, la boite ACA et, à l’autre 
extrémité, l’uridine à modifier. La boite ACA étant en contact avec le domaine PUA de 
aCbf5, le positionnement correct de l’uridine au sein du site actif nécessite une distance 
d’environ 14 nucléotides entre la boite ACA et le début de la 2e portion de la séquence guide 
(c'est-à-dire le début de la tige PS2). Ce qui explique, que dans tous les ARN H/ACA, cette 
distance soit demeurée fixe au cours de l’évolution (entre 14 et 16 nucléotides chez les 
eucaryotes) (Ganot, Caizergues-Ferrer et al. 1997).  
Comme précédemment évoqué, la protéine aCbf5 présente une boucle dans le domaine 
D2 dont l’orientation est variable. Cette boucle pourrait être soit en interaction avec l’ARN 
substrat et ainsi le stabiliser dans le site actif, ou bien être en interaction avec aGar1 et dans ce 
cas faciliter l’entrée et/ou la sortie du substrat. Ces deux positions pourraient être modulées 
par la protéine aGar1. Ce modèle est conforté par le fait que des particules dépourvues de la 
protéine Gar1p chez la levure semblent ne pas pouvoir s’associer à l’ ARNr substrat 
(Bousquet-Antonelli, Henry et al. 1997). 
 
B.  Structure des RNP H/ACA chez Saccharomyces
cerevisiae
 
La découverte et la caractérisation initiale des snoRNP H/ACA ont été réalisées chez 
la levure Saccharomyces cerevisae. Malheureusement, aucune structure cristallographique 
n’est disponible pour ces RNP car il n’a pas été jusqu'à présent possible de produire des 
formes recombinantes solubles des protéines Cbf5p et Gar1p en quantité suffisante. 
Néanmoins, un certain nombre de données biochimiques nous permettent de pointer le doigt 
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FIGURE 46:  Modèle proposé pour l'intégration de l'ARN substrat au sein de la particule H/ACA 
(b):  sont représentés: les ARN H/ACA en absence de substrat en gris,  aGar1 en turquoise,  aCbf5 en vert, les  
codes couleurs pour l'ARN sont les mêmes que dans la figure (a) 
 
(Adaptée de Li, L. and K. Ye (2006). "Crystal structure of an H/ACA box ribonucleoprotein particle." 
 Nature 443(7109): 302-7.) 
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sur les similitudes et différences entre les modèles d’archées et de levure. 
 
1. Résultats de « décortication » des RNP H/ACA de levure
 
Les expériences d’assemblage in vitro n’ayant pas pu être réalisées pour les RNP de 
levure, l’équipe de Michèle Caizergues-Ferrer a entrepris des tests de « décortication » 
(Henras, Capeyrou et al. 2004). Le principe de ces expériences consistait à exprimer une 
forme étiquetée (ZZ ou TAP) de l’une des protéines du complexe. Des purifications étaient 
alors réalisées, via l’étiquette, dans différentes conditions afin de tester la force des 
interactions au sein du complexe et éventuellement de séparer des sous-complexes. Dans un 
premier temps, les complexes associés à la protéine Cbf5p étiquetée ZZ ont été purifiés en 
présence de concentrations croissantes en sels (KCl ou MgCl2). Il a été mis en évidence que 
les snoRNP H/ACA résistent à une concentration de 1,2 M de KCl. Puis à des concentrations 
allant de 1,5M à 3M de KCl, les snoARN H/ACA snR42 et snR10 se détachent 
progressivement des particules contenant Cbf5p-ZZ. Néanmoins, il est important de noter que 
la particule contenant l’ARN snR30 semble être plus résistante. En effet, snR30 ne commence 
à se décrocher de Cbf5p-ZZ qu’à partir d’une concentration de 3M de KCl. Cela suggère que 
toutes les RNP H/ACA ne sont pas strictement équivalentes. Ce point important sera plus 
longuement développé dans la partie discussion de ce manuscrit. Les protéines Cbf5p, Nhp2p, 
Gar1p et Nop10p sont associées très fortement les unes aux autres (le complexe résiste à 3M 
KCl) même en absence des composants ARN qui, pour la plupart, se décrochent vers 1,5M de 
KCl. 
 
La résistance des RNP H/ACA au MgCl2 a également été testée et laisse apparaître 
que les composants ARN ainsi que la protéine Nhp2p se décrochent des complexes liés à 
Cbf5p dés la concentration de 0,5 M de MgCl2 alors que les protéines Nop10p et Gar1p 
restent très fortement associées à Cbf5p jusqu’à 2M de MgCl2. Ceci suggère que ces protéines 
interagissent entre elles via des liaisons hydrophobes. Les forces d’interactions qui unissent 
ces protéines sont considérables, de l’ordre de la liaison antigène-anticorps. 
 
Le même type d’expérience a été réalisé à partir d’une souche présentant une forme 
thermosensible de la protéine Gar1p. Il a été mis en évidence que la protéine Gar1p n’est pas 
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strictement requise pour l’assemblage des particules car à température non permissive, 
température à laquelle elle est déstabilisée, il y a tout de même formation de complexes 
contenant les protéines Cbf5p, Nhp2p, Nop10p ainsi que les snoARN H/ACA. Au sein de ces 
complexes, l’interaction entre Cbf5p et Nop10p demeure forte et résiste à une concentration 
de 2M de MgCl2.  
Les résultats des tests de « décortication » ont permis de proposer qu’au sein du 
complexe d’une part Cbf5p interagit directement avec Nop10p et d’autre part que Gar1p 
interagit soit avec Cbf5p soit avec Nop10p pour former un complexe Cbf5p/Gar1p/Nop10p en 
absence de Nhp2p et des snoARN H/ACA. Enfin, il semble qu’il ait été possible d’obtenir 
une sous-population de complexes contenant les quatre protéines en absence de snoARN 
H/ACA ce qui suggère que la protéine Nhp2p serait capable d’interagir de façon relativement 
forte (l’interaction résiste à 2M de KCl) avec au moins une des protéines du complexe.  
Bien que ces résultats ne permettent d’avoir qu’une vue partielle de ce que peut être 
l’agencement des différents composants au sein du complexe, ils ont permis d’identifier 
quelques similitudes et différences entre les particules d’archées et de levure. 
Les similitudes sont les suivantes: Cbf5p et Nop10p interagissent directement l’une 
avec l’autre. Il est possible de former un hétéro-trimère Cbf5p/Gar1p/Nop10p. 
La différence majeure mise en évidence concerne la protéine Nhp2p. Il semble qu’elle 
soit capable d’établir une interaction protéine/protéine forte avec le complexe 
Cbf5p/Gar1/Nop10p. Ce résultat n’est pas vraiment surprenant dans la mesure où Anthony 
Henras et ses collaborateurs avaient précédemment mis en évidence que Nhp2p a certes de 
l’affinité pour l’ARN mais ne semble pas présenter de spécificité particulière pour les 
snoARN H/ACA in vitro (Henras, Dez et al. 2001). Il avait alors été suggéré que son 
recrutement au sein du complexe devait se faire via l’interaction avec une des protéines et non 







2. Analyse fine de l’interaction entre Cbf5p et les snoARN 
H/ACA
 
L’interaction entre la protéine Cbf5p avec les snoARN H/ACA a pu être réalisée au 
laboratoire de Michèle Caizergues-Ferrer grâce à une collaboration avec Sophie Chéruel dans 
le groupe de H. van Tilbeurgh à l’Université d’Orsay. En effet, Sophie a mis au point un 
protocole de production puis de purification de la protéine Cbf5p en conditions dénaturantes 
suivie d’une étape de renaturation sur colonne. Régine Capeyrou a également contribué à la 
mise au point de ce protocole (Normand, Capeyrou et al. 2006). Malheureusement, seule une 
forme de Cbf5p tronquée à l’extrémité carboxy-terminale, nommée Cbf5ǻp, a pu être produite 
en quantité suffisante pour réaliser les tests d’interaction avec l’ARN (figure 47). La protéine 
Cbf5ǻp comprend le domaine catalytique et le domaine PUA intacts. En revanche, il a fallu 
éliminer d’une part le domaine riche en résidus lysine à l’extrémité carboxy-terminale et 
d’autre part les cinq derniers acides aminés de la région centrale strictement conservée chez 
tous les orthologues de Cbf5p. Il est fort probable que le domaine riche en lysine ne soit pas 
strictement requis pour l’assemblage des particules car il est spécifique aux eucaryotes. Cette 
hypothèse est confortée par le fait que des expériences de complémentation chez 
Kluyveromyces lactis ont mis en évidence que ce domaine n’est pas essentiel (Winkler, Bobok 
et al. 1998). Christophe Normand et Régine Capeyrou dans notre laboratoire ont donc testé 
l’interaction entre la protéine Cbf5ǻp et les snoARN H/ACA in vitro via l’utilisation de deux 
techniques: le gel retard et le footprint. Ils ont mis en évidence que Cbf5ǻp interagit de façon 
spécifique avec les snoARN H/ACA snR5, snR37 et snR42. La figure 48 présente un modèle 
d’interaction basé sur les résultats obtenus lors des tests en gel retard et footprint. Cbf5ǻp se 
fixerait sur l’ARN H/ACA snR5 au niveau de la partie basale des deux tiges boucles, en 
interaction avec les poches de pseudouridylation et les boites conservées H et ACA. Il y aurait 
sans doute au moins deux exemplaires de Cbf5p par RNP. Cette hypothèse est confortée par 
les résultats de Baker et collaborateurs montrant que la protéine aCbf5 d’archées s’assemble 
sous forme de deux complexes sur les snoARN eucaryotes présentant deux tige-boucles. Ceci 
suggère qu’il y aurait une protéine aCbf5 par tige (Baker, Youssef et al. 2005).  
 
En conclusion, ces résultats d’interaction protéine/ARN concernant les particules de 










publiée au cours de la même année. En effet, dans les deux cas, la protéine Cbf5p interagit 
avec la boite ACA, la partie basale de la tige ainsi qu’avec la poche de pseudouridylation. Il y 
aurait donc conservation au cours de l’évolution du mode de liaison de la protéine Cbf5p sur 
les ARN H/ACA. 
 
C.  Structure des RNP H/ACA chez les eucaryotes 
supérieurs
 
La plupart des études réalisées sur l’assemblage des RNP H/ACA chez les eucaryotes 
supérieurs et plus particulièrement chez les mammifères ont été conduites par le groupe de 
Tomas Meier. Les modèles d’étude utilisés étant les RNP H/ACA chez les mammifères. Ces 
études ont tout d’abord été menées sur des particules H/ACA purifiées par 
immunoprécipitation de la protéine Nap57 (homologue chez les rongeurs de la protéine 
Cbf5p). Grâce à un test ingénieux (présenté dans la figure 49), il a été mis en évidence que les 
protéines Nap57 et Gar1 pouvaient être pontées à l’ARN substrat et plus particulièrement à 
l’uridine ciblée lors de la réaction de pseudouridylation. Ces résultats suggèrent que ces deux 
protéines se trouvent, dans le complexe, à proximité de l’ARN substrat (Wang, Query et al. 
2002), (Wang and Meier 2004). 
Cette observation n’est pas en accord avec les données de structure obtenues pour les 
particules H/ACA d’archées car ces derniers suggéraient que la protéine aGar1, dûe à sa 
position dans le complexe, ne semblait pas pouvoir interagir avec l’ARN substrat. Toutefois, 
il est important de noter que la protéine Gar1 présente des domaines supplémentaires chez les 
eucaryotes, placés à chaque extrémité: les domaines GAR (riches en résidus glycine et 
arginine). Il est possible que ces domaines, chez les eucaryotes, permettent la liaison de Gar1p 
au substrat. 
Les protéines des RNP H/ACA chez les eucaryotes supérieurs n’ont pas pu être 
produites sous forme soluble chez la bactérie. En revanche, l’utilisation d’extraits de 
réticulocytes de lapin a permis au groupe de T. Meier de produire chacune des protéines 
(marquées radioactivement grâce à l’utilisation de méthionine S35) et ils ont ainsi pu réaliser 
des tests d’interaction protéine/protéine et protéine/ARN (Wang and Meier 2004). Ces 
résultats sont décrits dans les paragraphes suivants. Il est toutefois important de garder en tête 
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Proteins which are closed to the substrate are crosslinked to the 4-thiouridine residue and become radioactive 




FIGURE 49:  Test permettant d'identifier les protéines des RNP H/ACA en conctact avec l'uridine à  
modifier au sein du substrat 
 
(Adaptée de Wang, C., C. C. Query, et al. (2002). "Immunopurified small nucleolar ribonucleoprotein  
particles pseudouridylate rRNA independently of their association with phosphorylated Nopp140." 
 Mol Cell Biol 22(24): 8457-66.) 
 
FIGURE 50:  Modèle d'assemblage des particules H/ACA chez les eucaryotes supérieurs 
 
(Adaptée de Wang, C. and U. T. Meier (2004). "Architecture and assembly of mammalian H/ACA small 
 nucleolar and telomerase ribonucleoproteins." Embo J 23(8): 1857-67.) 
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que les résultats obtenus via ce genre d’approche peuvent être faussés dans la mesure où les 
protéines utilisées ne sont pas purifiées. Il est donc possible que des éléments présents dans 
les extraits de réticulocytes modifient la réalité des interactions. Il est donc important de ne 
jamais parler d’interaction directe avec ce genre d’approche. 
Lorsque les 4 protéines (Nap57, Nhp2, Nop10 et Gar1) ont été co-produites dans le 
même extrait de réticulocytes de lapin puis soumises à une immunoprécipitation via des 
anticorps anti-Nap57, Wang et collaborateurs ont mis en évidence une co-purification de 
Nhp2 et Nop10 avec la protéine Nap57. Différentes combinaisons ont ensuite été réalisées et 
ont révélé que Nop10 est bien co-purifiée avec Nap57. En revanche, la protéine Nhp2, dans 
ces conditions, semble ne pouvoir s’associer à Nap57 qu’en présence de Nop10.  
Le même type d’expérience d’interaction a ensuite été réalisé avec une forme de 
Nop10 présentant une étiquette HA. L’immunoprécipitation de cette protéine (via des 
anticorps anti-HA) a révélé qu’elle est capable d’interagir avec Nap57. La protéine Nhp2 
quant à elle semble immunoprécipitée de façon efficace que lorsque Nap57 et Nop10-HA sont 
toutes les deux présentes. 
En ce qui concerne Gar1, les résultats des tests d’interaction avec Nap57 ne sont pas 
d’une grande qualité. Néanmoins, ils semblent suggérer qu’il y a une interaction entre Nap57 
et Gar1 en absence de Nhp2 et Nop10. 
En conclusion, il y aurait des interactions directes entre Nap57 et Nop10 d’une part et 
entre Nop10 et Nhp2 d’autre part. Toutefois, pour que Nop10p interagisse fortement avec 
Nhp2 il faut que Nap57 soit présente (voir modèle figure 50). Ces résultats sont donc en 
parfait accord avec les données de structure des particules d’archées laissant apparaître que 
aCbf5 est requise pour la structuration correcte de la protéine Nop10. Néanmoins, Nhp2p 
semble présenter une affinité plus grande pour Nop10 que son orthologue d’archées. Cela 
peut s’expliquer par le fait que Nhp2, au cours de l’évolution, a perdu sa faculté à interagir de 
façon spécifique avec l’ARN. Pour compenser cette perte, il a donc fallu augmenter la surface 
ou/et la force d’interaction entre Nhp2 et Nop10 afin de maintenir la stabilité du complexe au 
même niveau. Le fait que Nhp2 n’interagisse pas de façon spécifique avec les ARN H/ACA 
seule in vitro a été mis en évidence chez la levure (voir paragraphe précédant) (Henras, Dez et 
al. 2001) mais également chez les rongeurs (Wang and Meier 2004). 
Wang et collaborateurs ont également testé, par le même type d’approche, l’association 
des différentes protéines avec un ARN H/ACA. Ils ont mis en évidence que les ARN H/ACA 
testés ne sont immunoprécipités avec Nap57 qu’en présence de Nop10 et de Nhp2. Ces 
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résultats ne sont pas en accord avec ceux obtenus chez les archées et la levure montrant une 
interaction directe entre Cbf5 et l’ARN. Ceci peut traduire une réelle différence entre les 
particules de ces différents organismes ou bien tout simplement traduire un problème 
technique (quantité insuffisante de protéine). 
 
D. Evolution du mode d’assemblage des RNP H/ACA des 
archées jusqu’aux eucaryotes supérieurs
 
Dans les chapitres précédents, nous avons pu apprécier les similitudes et différences 
existant entre les structures des particules H/ACA chez les archées, la levure et les 
mammifères. En conclusion, nous pouvons proposer que, de manière générale, la structure des 
ces particules n’a pas énormément évolué. Toutefois, il est important de noter que les résultats 
permettant d’arriver à cette conclusion ont été obtenus via des expériences réalisées in vitro. 
Ils ne prennent donc pas en considération le fait que les différents constituants des RNP 
H/ACA sont synthétisés séparément. Chez les eucaryotes, l’existence de deux compartiments 
séparés, cytoplasme et noyau dans lesquels sont respectivement synthétisés les protéines et 
ARN H/ACA rend probablement le processus d’assemblage bien plus complexe que chez les 
archées où la synthèse, l’assemblage et l’action des RNP H/ACA ont lieu dans un seul et 
unique compartiment.  
Chez les eucaryotes est apparue une machinerie d’assemblage des RNP H/ACA 
permettant l’importation des protéines du complexe au sein du noyau, leur assemblage sur 
l’ARN H/ACA en cours de synthèse et le transport des particules ainsi formées vers leurs 
lieux d’action: le nucléole, les corpuscules de Cajal, les télomères et peut être d’autres lieux 
d’action non encore identifiés.   
La protéine Naf1p est sans aucun doute un des composants absolument cruciaux de la 
machinerie d’assemblage des RNP H/ACA chez les eucaryotes. Elle a fait l’objet de mon 
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ABSTRACT: 
 Box H/ACA ribonucleoprotein particles (box H/ACA RNPs) are found from archaea 
to humans and play diverse and essential functions in the maintenance of genome integrity 
and the regulation of gene expression. All particles of this family comprise four proteins, 
including the pseudouridine synthase Cbf5/dyskerin, and an RNA component featuring the 
conserved ACA box and in most cases the H box. Three sub-classes of box H/ACA RNPs can 
be distinguished. Box H/ACA small nucleolar (sno)RNPs accumulate in the nucleolus and are 
involved in ribosome synthesis; box H/ACA small Cajal body-specific (sca)RNPs accumulate 
within nucleoplasmic Cajal bodies where they introduce pseudouridines within the 
spliceosomal snRNAs that carry out pre-mRNA splicing; lastly, the telomerase holoenzyme in 
vertebrates is a special type of box H/ACA RNP that utilizes its box H/ACA RNP domain for 
stabilization and localization within Cajal bodies. Recent in vitro reconstitution of an active 
archaeal box H/ACA RNP and the determination of its crystal structure have provided crucial 
insight into the mechanism of RNA-guided pseudouridylation. Work in eukaryotic systems 
meanwhile is slowly unravelling the surprisingly complex pathways that are used for in vivo 
assembly and proper sub-cellular localization of box H/ACA RNPs. These ongoing studies on 
box H/ACA RNP structure, function and mode of assembly will no doubt prove crucial to 
fully comprehend the basis for X-linked dyskeratosis congenita, an often fatal human disease 
caused by mutations of the dyskerin protein. 
 
INTRODUCTION: 
Stable complexes of non-coding RNAs and proteins, so-called ribonucleoprotein 
particles or RNPs, are found in all kingdoms of life and play fundamental roles in the 
maintenance of genome integrity and the regulation of its expression. Non-coding RNAs have 
aroused increasing interest over the past years, particularly with the discovery of the 
mechanism of RNA interference and of microRNAs, and have been the subject of many 
recent excellent reviews (see for example [1-6]). In this chapter, we will focus on one class of 
RNPs, box H/ACA RNPs, that comprises particles identified from archaea to humans and 
involved in a surprisingly vast spectrum of crucial biological phenomena, including ribosome 
biogenesis, spliceosomal snRNA modification and telomere synthesis [7]. Moreover, the 
discovery of box H/ACA RNAs in mammals with no identified target raises the possibility 
that the array of functions fulfilled by box H/ACA RNPs may be wider still. The study of box 
H/ACA RNPs is also of medical interest since some mutations in the dyskerin gene encoding 
one protein component of these particles are one cause of dyskeratosis congenita [8], an 
inherited disorder characterized by skin and mucous membrane abnormalities, bone marrow 
failure and a propensity to develop certain cancers [9].  
       In our review, we will attempt to give a fairly broad, yet detailed, overview of the 
field, with particular emphasis on recent exciting developments concerning the structure of 
box H/ACA RNPs and the implications for their mode of catalysis. We will also present what 
is currently known concerning the mode of formation of these particles in vivo, that emerges 
as surprisingly complex. We will end with a discussion of the possible molecular defects 
underlying X-linked dyskeratosis congenita, a human disease caused by mutations within 
dyskerin, a protein component of all human box H/ACA RNPs. 
 
1. Box H/ACA RNPs: particles found from archaea to humans playing diverse and 
essential functions: 
In all instances, these RNPs are composed of one RNA molecule, the box H/ACA 
small RNA, tightly associated with at least four common proteins [7]. Box H/ACA RNAs, 
first identified in yeast by the group of M. Fournier [10] and in humans by the group of T. 
Kiss [11], derive their name from the presence of conserved H (consensus 5’AnAnnA 3’) and 
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5’ACA3’ boxes. It was later recognized that archaea also possess related small RNAs [12-14], 
that however usually lack a H box. In archaea and eukaryotes, box H/ACA RNAs associate 
with three conserved proteins, Gar1 [10,11,15], Nop10 [16,17], and Cbf5 [18,19] (also named 
Nap57 in rodents [20] and dyskerin in humans [8]). In addition, archaeal H/ACA RNPs 
contain the ribosomal protein L7Ae [13], which in eukaryotic RNPs is replaced by the related 
Nhp2 protein [16,17,19]. Genetic experiments in yeast have demonstrated that all four 
proteins are essential for viability.  
As detailed below, the functions played by box H/ACA particles is crucially 
determined by the precise nature of their RNA component [7]. Indeed, this RNA component 
contains sequence elements that will direct specific interactions with given RNA substrate(s) 
and allow targeting/retention of the particles in nuclear domains in which these substrates are 
found [21]. 
 
1.1. Most box H/ACA RNPs catalyze uridine to pseudouridine conversions: 
Most known box H/ACA RNPs convert specific uridines into pseudouridines in a 
variety of RNA substrates. As discussed below, these substrates include not only ribosomal 
RNAs, the best documented case, but also spliceosomal snRNAs and spliced leader RNAs. It 
is very likely that this list is far from complete and that other substrates will be found, such as 
(pre)-mRNAs.  
 
1.1.a. Box H/ACA RNPs involved in pseudouridylation of rRNAs: 
The first box H/ACA RNAs identified are eukaryotic and accumulate in the nucleolus. 
They were therefore termed box H/ACA small nucleolar (sno)RNAs. The vast majority of 
eukaryotic box H/ACA snoRNAs display a conserved structure featuring two irregular stems 
containing internal loops (Figure 1A)  [11]. These stems are separated by a single-stranded so-
called “hinge” region containing the H box [11] and followed by a single-stranded tail 
containing the ACA box, always positioned 3 nucleotides upstream from the 3’ end of the 
mature RNA [10]. Both boxes are essential for the stability and activity of box H/ACA 
snoRNAs [10,11,22]. Due to their site of accumulation, it was correctly assumed that they 
play a role in ribosome biogenesis. As it turns out, most box H/ACA snoRNAs are necessary 
for site-specific conversions of numerous uridine residues of ribosomal RNAs into 
pseudouridines [23,24]. The selection of the target uridines is performed by box H/ACA 
snoRNAs using an elegant mechanism first described by Ganot and colleagues [23]. As the 
uridine to pseudouridine conversion involves rotation of the cycle of the uridine base (Figure 
1B), the selection process must avoid trapping this cycle in a Watson-Crick base-pairing 
interaction. Thus Ganot et al. proposed that two sequences on both sides of the internal loops 
(so-called “pseudouridylation pockets”) within the stems of box H/ACA snoRNAs establish 
two distinct Watson-Crick base-pairing interactions with sequences flanking the targeted 
uridine (Figure 1A). In the resulting snoRNA-rRNA hybrid, the targeted uridine is left 
unpaired and exposed at the centre of a three way RNA junction. The actual isomerisation 
reaction is performed by the pseudouridine synthase Cbf5p, one protein component of the box 
H/ACA snoRNPs [18,25]. Hence rather than synthesizing a different protein enzyme for each 
pseudouridine of ribosomal RNAs, nature has evolved a more versatile system whereby the 
same pseudouridine synthase is directed to tens of different uridine substrates by an RNA 
guided mechanism. This mechanism is of ancient origin, presumably pre-dating the split 
between eukaryotic and archaeal lineages. This assumption stems from the discovery of 
archaeal “H/ACA like” small RNAs (sRNAs), often featuring a single stem structure followed 
by an ACA box, or multimers of that basic unit [13,14], that are predicted to direct 
pseudouridylation of rRNAs in vivo and do so in vitro (see below).  
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1.1.b. Box H/ACA RNPs involved in pseudouridylation of spliceosomal snRNAs: 
Remarkably, the same mechanism seems to be used to introduce pseudouridines 
within eukaryotic small RNAs involved in pre-mRNA splicing, the so-called spliceosomal 
snRNAs [26]. Box H/ACA snoRNAs have been identified in HeLa cells that have the 
potential to direct pseudouridylation of uridines within the U6 snRNA [27], unusual in being 
transcribed by RNA polymerase III. Pseudouridylation of some uridine residues within U6 is 
thought to be RNA-guided and to occur within the nucleolus [27,28]. Spliceosomal snRNAs 
transcribed by RNA polymerase II are also subjected to RNA-guided pseudouridylation. In 
this case, however, the selection of target uridines is performed by small RNAs, that, although 
featuring most of the conserved characteristics of box H/ACA snoRNAs, accumulate in 
nucleoplasmic bodies termed Cajal bodies [29] rather than in the nucleolus. Hence these 
RNAs were termed “small Cajal body-specific” (sca)RNAs [30]. These scaRNAs associate 
with proteins common to box H/ACA snoRNPs as well as with the SmB and SmD3 proteins
to form so-called scaRNPs [31,32]. Surprisingly, box H/ACA scaRNAs often display 
complex modular structures. In higher eukaryotes, a box H/ACA scaRNA has been found that 
consists of two tandem repeats of a “canonical” box H/ACA RNA domain [33]. Most 
scaRNAs identified so far are “hybrid RNAs” comprising a box H/ACA domain grafted onto 
a so-called “box C/D” domain [30,32], characteristic of another class of small RNAs involved 
in ribose methylation [21,34,35]. Retention of box H/ACA scaRNAs within Cajal bodies 
requires a small sequence of consensus 5’UGAG3’ termed the CAB box [36]. Most box 
H/ACA scaRNAs contain two CAB boxes, located in the apical loops of the 5’ and 3’ 
hairpins, that function in an additive manner (Figure 1A). Since both box H/ACA scaRNPs 
and their target Pol II-transcribed spliceosomal snRNAs are found within Cajal bodies 
[29,37], it is assumed that these bodies constitute the cellular domain where RNA-guided 
pseudouridylation of these spliceosomal snRNAs takes place. 
 
1.1.c. Roles of pseudouridines in ribosome function and activity of spliceosmal snRNAs: 
We have so far discussed the way pseudouridines are introduced within ribosomal RNAs 
and spliceosomal snRNAs. What about the functions of the modifications themselves? In fact, 
the functions played by pseudouridine residues in ribosome structure and activity are still 
poorly understood. Since most pseudouridine residues are conserved and clustered in 
functionally important regions of eukaryotic rRNAs, in particular in the peptidyl-transferase 
centre (PTC) and the decoding centre [38-40], it is believed that, collectively, they are crucial 
for ribosome activity. This is borne out by the finding that impairment of rRNA 
pseudouridylation obtained in a yeast strain expressing a catalytically inactive form of Cbf5p 
induces severe growth defects [25]. In model RNAs, pseudouridine residues can improve 
local base stacking and stabilize double-stranded base-pairing interactions [41-43]. Thus, it is 
probable that pseudouridines contribute to the stabilization of structural domains within 
ribosomal RNAs.  In that respect, it is interesting to note that the absence of 6 pseudouridine 
residues in the PTC affect the local rRNA structure [44]. In addition, lack of some of these 
pseudouridines leads to severe translational defects [44], underscoring the importance of 
pseudouridines for ribosome function.  
Modified nucleotides of spliceosomal snRNAs are also conserved and clustered in 
functionally important regions of these RNAs [45]. The U2 snRNA contains the most post-
transcriptional modifications and these are essential for the splicing process both in Xenopus 
oocytes [46,47] and HeLa nuclear extracts [48]. The 3 5’-most pseudouridines of U2 snRNA 
are essential for early steps of spliceosome assembly in HeLa extracts [49]. Furthermore, 
pseudouridines in the branch-site recognition region of U2 snRNA seem to be required for 
assembly of the functional 17S U2 snRNP in Xenopus oocytes [50], although this appears not 
to be the case in HeLa extracts [49].  
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1.1.d. Trypanosomal spliced-leader associated RNP: a member of the box H/ACA RNP family 
introducing a pseudouridine within the spliced leader RNA: 
 One of the most peculiar RNAs subjected to RNA-guided pseudouridylation is the 39 
nucleotide long spliced leader sequence added to trypanosomal pre-mRNAs from the spliced 
leader (SL) RNA during a process known as trans-splicing [51].  This SL RNA associates 
with another RNA termed the spliced leader-associated RNA (SLA1) originally thought to be 
the trypanosome U5 snRNA [52]. However, it was later realised that SLA1 can adopt a stem-
internal loop-stem-apical loop structure followed by an AGA box, highly reminiscent of 
archaeal single-stem pseudouridylation guide RNAs [53]. Moreover, SLA1 has the potential 
to select, by base-pairing interactions at the level of its internal loop, one uridine residue 
pseudouridylated in SL and this proposed interaction is confirmed by cross-linking 
experiments [52,53]. Disruption of the base-paring interactions predicted to guide SL 
pseudouridylation abolishes it [53]. Finally, inhibition of trypanosomal Cbf5p production 
prevents SLA1 accumulation as well as SL pseudouridylation [54]. All these data strongly 
suggest that SLA1 associates with box H/ACA RNP proteins to elicit pseudouridylation of 
SL. As SLA1 is present both in the nucleoplasm and the nucleolus [53], the site of SL 
modification remains unclear. 
 
1.2. Box H/ACA snoRNPs snR10 and snR30/U17 are required for 18S rRNA production: 
In eukaryotes, three of the four ribosomal RNAs (18S, 5.8S and 25S/28S rRNAs) are 
produced from a common precursor transcribed in the nucleolus by RNA polymerase I. In the 
course of the biogenesis of ribosomal subunits, this precursor (pre-rRNA) will undergo a 
series of cleavage reactions to release the mature rRNAs [55,56]. Two box H/ACA snoRNPs 
in the yeast Saccharomyces cerevisiae, containing the snR10 [57] or snR30 [58] snoRNAs, 
are required for the cleavage steps leading to mature 18S rRNA production. In the absence of 
snR30, which is essential for viability, 18S rRNA production is essentially blocked, while 
lack of snR10, which leads to a cold sensitive phenotype [59], severely impairs this 
production. The intervention of snR10 and snR30 snoRNPs in pre-rRNA cleavage does not 
seem to involve a pseudouridylation event. No target uridine has yet been identified for 
snR30. Although snR10 snoRNP modifies a uridine within 25S rRNA, a variant of snR10 has 
been generated that is incapable of modifying that uridine but nevertheless supports normal 
pre-rRNA cleavage [44]. The reason why snR10 and snR30 snoRNPs are required for pre-
rRNA cleavage remains essentially unknown. The first breakthrough towards elucidating 
snR30 mode of action was obtained from phylogenetic comparisons [60-62]. These studies 
established that U17 snoRNA is the mammalian orthologue of yeast snR30 and identified two 
perfectly conserved sequence elements present in all known orthologues of snR30, but absent 
from pseudouridylation guides [60,62]. These highly conserved sequence motifs, termed the 
m1 (5’AUAUUCCUA3’) and m2 (5’AAACCAU3’) boxes, are positioned on opposite strands 
of an internal loop within the 3’most stem structure of snR30/U17 molecules (Figure 2). 
Although this arrangement first appears as somewhat akin to the position of antisense 
sequences within pseudouridylation pockets, there are two major differences: firstly, the m1 
and m2 boxes occupy the lower part of the internal loop, while antisense sequences directing 
pseudouridylation are placed at the top of the pseudouridylation pocket; secondly, the 3’most 
nucleotide of the m2 box is always positioned 7 nucleotides upstream from the ACA box, a 
phenomenon not observed for sequences guiding pseudouridylation. Genetic experiments in 
yeast demonstrate that the m1 and m2 boxes are not required for the stability of snR30 but are 
essential for its activity [60]. What could be the functions of the m1 and m2 boxes? They 
could constitute protein-binding sites. Alternatively, since the snR30 snoRNA has been shown 
to directly base-pair to yeast 35S pre-rRNA [58], the conserved boxes could act as antisense 
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sequences mediating snR30/U17-pre-rRNA interactions. If so, for what purpose? Many 
possibilities can be envisaged, including promoting proper folding of the pre-rRNA and/or 
anchoring the snR30/U17 snoRNP to pre-rRNAs for subsequent delivery of associated protein 
co-factors to pre-ribosomal particles.   
 
1.3. Vertebrate telomerase RNP: an atypical box H/ACA scaRNP: 
Telomerase is a RNP functioning as a specialised reverse transcriptase, dedicated to 
the addition of simple repeat sequences at the ends of chromosomes, the telomeres [63-65]. 
The RNA component of telomerase provides a so-called “template” sequence that is reverse-
transcribed into telomeric DNA by a protein enzyme also part of the telomerase RNP. One of 
the biggest surprises in the box H/ACA RNP field was the discovery by Mitchell and 
collaborators that the RNA component of mammalian telomerase contains a box H/ACA 
domain at its 3’ end [66] (Figure 3). As is the case for “canonical” box H/ACA snoRNAs, 
integrity of box H and box ACA sequences of mammalian telomerase RNA is necessary for 
its proper processing and accumulation [66]. Later phylogenetic studies then demonstrated 
that a box H/ACA domain is present at the end of the telomerase RNA of all vertebrates 
considered [67]. Moreover, human telomerase RNA (and presumably telomerase RNAs from 
all vertebrates) associates with the four core proteins common to all box H/ACA RNPs 
[17,68-70]. Human telomerase is in fact an atypical member of the box H/ACA scaRNP sub-
family. Telomerase RNA accumulates in Cajal bodies of HeLa cells and this accumulation 
results from the presence of a CAB box within the box H/ACA domain of the RNA [71]. 
Recent exciting results suggest that Cajal bodies might “deliver” telomerase to telomeres 
during S phase [72,73]. 
 
1.4.“Orphan” and tissue-specific box H/ACA RNPs:
Large scale experimental or in silico screening methods aimed at identifying the repertoire 
of mammalian small non-coding RNAs have yielded the sequence of more than one hundred 
box H/ACA RNAs [27,74-78]. One striking conclusion from these studies was that about 20 
box H/ACA RNAs fail to display base-pairing potential at the level of their putative 
pseudouridylation pockets with rRNAs, snRNAs or tRNAs. These RNAs have therefore been 
termed “orphan” RNAs. With the exception of two cases, U87 and U88, which are composite 
box H/ACA-C/D scaRNAs [30], the localization of the remaining orphan box H/ACA RNAs 
has not been determined, knowledge of which might help narrow down their possible 
functions. Since they display the canonical two stem-loop structures of pseudouridylation 
guide snoRNAs, they could direct pseudouridylation of unidentified targets, such as small 
RNAs or (pre)-mRNAs. Other roles, such as promoting proper folding of RNA, cannot be 
excluded. One particularly interesting orphan box H/ACA RNA is human HBI-36. All known 
mammalian box H/ACA RNAs are expressed in all tissues, with the exception of HBI-36, 
which is only detectable in the brain. Moreover, its mouse orthologue, MBI-36, mainly 
accumulates in a specific region of the brain, the choriod plexus, and it is likely the case for 
HBI-36 also [79]. HBI-36 is encoded in the second intron of the serotonin receptor 2C gene 
which is predominantly expressed in the choriod plexus. It is thus tempting to speculate that 
HBI-36 is involved in a function specific to the choriod plexus.  
 
1.5. Do “box H/ACA mRNPs ” exist ? 
 One unexpected finding from a systematic search for RNAs associated with the yeast 
box H/ACA snoRNP proteins Nhp2p and Gar1p [80] was the discovery that these proteins are 
specifically associated with the RPS28A mRNA, one of the two mRNAs encoding ribosomal 
protein Rps28p. Two models could account for this finding [80]. The RPS28A mRNA could 
be pseudouridylated by an unknown box H/ACA RNP. Alternatively, box H/ACA proteins 
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could directly associate with the (pre)-mRNA, forming particles that could be coined “box 
H/ACA mRNPs ”. The purpose of such interactions might be to sequester the RPS28A mRNA 
within the nucleolus to prevent its translation under certain conditions. 
 
2. In vitro assembly, structure and activity of box H/ACA RNPs: 
 In order to decipher the molecular details of box H/ACA RNP mode of action, there 
was clearly a need to develop in vitro assays based on particles reconstituted from 
recombinant components. Although components of box H/ACA RNPs were first 
characterized in the yeast Saccharomyces cerevisiae [15,16,18,19], attempts to develop such 
in vitro assays using yeast proteins were greatly hampered by the failure to obtain 
recombinant yeast Cbf5p [81]. This deadlock was removed by the discovery of H/ACA RNP 
proteins in archaea [13,82], that can readily be purified from E. coli. Thus most of our 
information concerning box H/ACA RNP structure and mode of catalysis stems from work 
with archaeal proteins. However, more preliminary studies performed with yeast or 
mammalian proteins suggest that conclusions drawn from the archaeal work are broadly 
speaking of general relevance. 
 
2.1. In vitro assembly of  box H/ACA RNPs: 
Box H/ACA RNPs displaying site-specific pseudouridylation activity have been 
assembled in vitro from archaeal proteins purified from E. coli and in vitro transcribed single-
stem box ACA archaeal RNAs [83,84]. These studies provided crucial information 
concerning the interactions between the protein and RNA components of the particles and 
their respective contributions to the isomerisation reaction. Information gained from these 
studies can be summarized as follows. Only two proteins of the RNPs, L7Ae and the 
pseudouridine synthase aCbf5, can directly and specifically bind to box H/ACA RNAs on 
their own. L7Ae binds to a so-called K-loop motif, located in the apical loop and stem above 
the pseudouridylation pocket, that features two non-canonical sheared A.G and G.A pairs. 
aCbf5 binding requires an intact ACA box and the presence of a pseudouridylation pocket. 
aNop10 and aGar1 integration within the particles is dependent on aCbf5, to which both 
aNop10 and aGar1 can directly and independently bind. The situation in eukaryotes seems 
essentially similar, with a few differences. The largest truncated derivative of yeast Cbf5p that 
could be purified from E. coli binds directly to a single stem box ACA RNA and this binding 
is reduced, but not abolished, when the ACA box is removed [81]. Both yeast and mammalian 
Gar1 and Nop10 can independently directly bind to Cbf5p/Nap57 [85,86]. The eukaryotic 
counterpart of L7Ae, Nhp2, is an RNA-binding protein belonging to the same family as 
L7Ae. Contrary to L7Ae, however, eukaryotic Nhp2 displays little RNA-binding specificity 
in vitro [86,87]. Its specific integration within eukaryotic box H/ACA RNPs could be 
mediated via interactions with the Nap57/Nop10 complex [86]. 
Concerning the catalytic process as such, in vitro pseudouridylation assays performed 
with archaeal components indicate that the four proteins are needed for full activity [83,84]. 
Interestingly, the pseudouridine synthase aCbf5/guide RNA complex is completely inactive. 
The aCbf5/aNop10/guide RNA complex is the minimum combination displaying activity, 
albeit a very low one [84]. The addition of Gar1 and even more so of L7Ae increases the 
kinetics of the reaction [84]. We conclude that integration of the aCbf5 enzyme within the 
RNP is needed not only for specificity but also for activity. 
 
2.2. Crystal structure of archaeal box H/ACA RNP: 
The determination of the crystal structure of L7Ae [88,89], yeast Nop10p [90], of the 
aCbf5/aNop10 complex [91,92], the aCbf5/aNop10/aGar1 complex [93] and more recently 
that of an entire archaeal box H/ACA RNP [94] have not only confirmed the conclusions 
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drawn from the biochemical studies but have also provided invaluable insights into the 
possible functions played by each protein component in the formation of the RNP and the 
catalytic process.  The structure of the entire archaeal RNP is shown in Figure 4. We shall 
describe in the following paragraph the most salient features of this structure [94].  
Most of the RNA hairpin adopts a near-linear structure, only the ACA box lying at right 
angle to the overall RNA axis. Protein binding occurs on one face of the hairpin only and this 
binding induces a slight bend towards the proteins in the overall helical axis of the hairpin. In 
accordance with the biochemical studies, L7Ae and aCbf5 are found in direct contact with the 
RNA. As expected, L7Ae interacts with the K-loop motif at the tip of the hairpin. aCbf5 
displays overall structural homology to the E. coli tRNA pseudouridine synthase TruB [95] 
(for a comparison between aCbf5 and TruB, see the excellent recent review by Reichow and 
collaborators [35]). aCbf5 interacts via its catalytic domain with the pseudouridylation pocket, 
and via its so-called PUA (PseudoUridine synthase and Archaeosine transglycosylase) 
domain with the lower (P1) stem and the ACA box. Consistent with this, the PUA domain has 
proven essential for aCbf5 binding to guide RNAs in band retardation assays [92]. aCbf5 also 
features a N-terminal extension not present in TruB that encircles the entire PUA domain and 
may limit its flexibility. Most interestingly, the determination of the RNP structure reveals 
that the PUA domain interacts with the adenines of the ACA box in a sequence-specific 
manner involving hydrogen bonds. In particular, the first adenine inserts into a hybrid pocket 
composed of both RNA and protein. The structure therefore provides for the first time a 
detailed molecular explanation for the observations that these adenines are highly conserved, 
crucial for Cbf5 binding to box H/ACA RNAs in vitro [81,83,84] and for the stability of these 
RNAs in vivo [10,11,22] .  
Also revealed by the RNP structure and unforeseen from biochemical studies is the fact 
that aNop10, once integrated into the RNP via interactions with aCbf5, also contacts both 
L7Ae and the guide RNA. Nevertheless, by far the most extensive interactions of aNop10 are 
established with aCbf5. aNop10, which features two N-terminal E hairpins and a C-terminal D 
helix connected by a highly conserved extended random coil, binds aCbf5 along its entire 
length via both hydrophobic and ionic interactions. In particular, the conserved extended 
linker of aNop10 interacts with a region of aCbf5 conserved in pseudouridine synthases called  
motif I. The interactions between the conserved linker of aNop10 and motif I of aCbf5 may 
lead to reciprocal stabilization of this aCbf5 motif and of the aNop10 linker, allowing the 
latter to adopt a conformation suitable for binding to the upper (P2) stem of the guide RNA.  
The only protein component of the RNP not in direct contact with RNA is aGar1. In fact, 
aGar1 is placed at the periphery of the RNP, interacting only with the D2 sub-domain of 
aCbf5 catalytic region. Provided that this is also true for eukaryotic RNPs, which is most 
likely the case, this would explain why the absence of Gar1p in yeast does not prevent partial 
RNP formation and guide RNA stability [85,96], contrary to the lack of the other protein 
components [16,18]. What could the role of aGar1 be? Li and Ye have proposed a particularly 
elegant answer to this question [94]. While comparing the structure of the 
aCbf5/aNop10/aGar1 complex [93] with their entire RNP structure, Li and Ye noticed that a 
loop in the D2 sub-domain of aCbf5 adopts markedly different conformations in the two 
structures (Figure 5). The position of this aCbf5 loop seen in the RNA-free complex, once 
transposed in a model structure a box H/ACA RNP with a bound substrate RNA, would place 
the loop in direct contact with the substrate such that it would stabilize its interaction with the 
RNP. Li and Ye refer to this loop conformation as the ‘closed-state’. In their RNP-only 
structure, in contrast, the loop is flipped by 15 Å to dock on a hydrophobic patch of aGar1. 
This loop conformation, which would facilitate substrate entry into the aCbf5 catalytic cleft or 
substrate departure, is referred to as the “open state”. Li and Ye envisage that by stabilizing 
the “open state” conformation of the loop, aGar1 promotes substrate binding and/or release. 
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Consistent with this proposal, yeast box H/ACA snoRNPs lacking Gar1p seem unable to 
associate with pre-rRNAs [96]. 
In conclusion, the archaeal RNP structure reveals that extensive protein/protein and 
protein/RNA interactions properly position the active site cleft of aCbf5 with respect to the 
pseudouridylation pocket of the guide RNA, ready for productive interactions with a substrate 
RNA. Moreover, by direct interactions with the catalytic domain of aCbf5, aNop10 and aGar1 
are likely to modulate catalysis. In particular, aGar1 is proposed to play a crucial role in 
substrate binding and/or release.  
 
3. In vivo formation and trafficking of eukaryotic box H/ACA RNPs:
In vivo formation and trafficking of eukaryotic box H/ACA RNPs is emerging as a 
complex process, probably almost as complex as the one described for spliceosomal snRNP 
formation [97-99]. Several steps are involved, including translation and nuclear import of box 
H/ACA RNP core proteins, transcription of box H/ACA RNA precursors, maturation of these 
precursors and their assembly with the box H/ACA RNP core proteins, and targeting/retention 
of the mature particles to/within their sites of action. Some of these steps, in particular box 
H/ACA RNA transcription, protein assembly and RNA processing, are probably closely 
interconnected. Apart from protein translation, all of these steps are believed to take place 
within the nucleus.  
 
3.1. Intronic and non-intronic modes of box H/ACA RNA transcription; RNA  processing 
events: 
In several instances, genes encoding box H/ACA RNAs display peculiar modes of 
organization (Figure 6). In vertebrates, the vast majority of box H/ACA RNA genes are 
embedded within introns of protein-coding genes. In some cases, the host pre-mRNA exons 
feature no open reading frame and the pre-mRNA seems to be expressed only for the 
production of the intronic box H/ACA RNA [100]. Most intriguingly, it has recently been 
discovered that some mammalian box H/ACA sno/scaRNAs are mobile genetic elements that 
can retrotranspose to novel intronic locations [101]. Such gene amplification mechanism 
followed by genetic drift could be a means to generate new guide RNAs targeting novel 
substrates. In some plants, box H/ACA RNA genes are sometimes part of a polycistronic 
cluster [102,103]. In that situation, several closely spaced small RNA genes are co-transcribed 
from a shared upstream promoter to produce a unique precursor from which individual small 
RNAs are released by endonucleolytic activities. In plants and Drosophila melanogaster, a 
mix of the two genomic organizations described above is even encountered: polycistronic 
clusters of small RNA genes located within introns of protein-coding genes [102,104-106]. 
Finally, in the budding yeast, box H/ACA snoRNAs are mainly produced from independent 
genes containing their own promoter and transcription terminator [102].  
 
3.1.a. Transcription of box H/ACA RNAs encoded by independent genes: 
Whatever the mode of expression used (intronic or non-intronic), the transcription of 
box H/ACA RNAs is carried out by the classical RNA polymerase II complex (pol II). 
However, the termination of box H/ACA RNA transcription occurring from independent 
genes requires some specific components different from those used for pre-mRNAs. Indeed, 
the use of the classical pre-mRNA transcription termination process which consists of a site-
specific RNA cleavage followed by a polyadenylation step must be avoided in the case of 
snoRNAs because such polyadenylation is deleterious for subsequent RNP assembly and 
function [107]. The first proteins identified as specific factors involved in snoRNA 
transcription termination are Nrd1p, Nab3p and the helicase Sen1p. In yeast strains expressing 
altered versions of these proteins, the RNA polymerase II machinery is unable to stop at the 
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end of the snoRNA gene and continues unabated to transcribe the downstream intergenic 
region and sometimes even the adjacent gene [108]. The modes of action of Nrd1p, Nab3p 
and Sen1p are not well understood. They seem to be recruited onto chromatin via different 
components of the pol II machinery, including the carboxy-terminal domain (CTD) of the 
largest subunit of pol II [109] and the Paf1p complex [110]. Nrd1p and Nab3p recognize 
specific sequences located in the 3’ part of the pre-snoRNA (downstream of the snoRNA 
coding sequence) [108,111]. These specific interactions are probably a key step of the 
transcription termination process. However, it is not clear if a cleavage reaction is needed for 
the release of the pre-snoRNA from the pol II complex, as is the case for pre-mRNAs. Indeed, 
opposite conclusions have been reported about the requirement for cleavage factors in 
snoRNA transcription termination. One group has observed the production of read-through 
RNAs in yeast strains expressing altered versions of the cleavage factors Rna15p and Rna14p 
(components of the cleavage factor IA, CFIA) [107,112] while recently, another group has 
published that the cleavage activity of the CFIA complex is not required for snoRNA 
transcription termination. However, they demonstrated that the CTD pol II binding ability of 
another component of the CFIA complex, Pcf11p, is essential for this process [113].  
Several other proteins have also been shown to be involved in the termination of 
transcription from independent snoRNA genes, including CTDK-1 (CTD kinase I) [108], 
Ssu72p [114,115], the APT complex [116,117]. The exact roles of these factors have not been 
elucidated. 
 
3.1.b. Processing of box H/ACA small RNA precursors:  
Whatever their origin, box H/ACA RNAs are produced in a precursor form containing 
extended 3’ ends and often extended 5’ ends also. Probably very rapidly after their release 
from the transcription site, these extensions are eliminated by exonucleases, the exosome at 
the 3’end [118] and probably by Rat1p/Xrn1p at the 5’end [119,120] (Figure 6). In some 
cases, additional enzymatic activities are required for the generation of accessible ends prior 
to the action of the exonucleases. For instance, Rnt1p, the yeast homologue of bacterial 
RNAse III, produces endonucleolytic cleavages within the 5’ extensions of some 
independently transcribed box H/ACA pre-snoRNAs [121]. This cleavage eliminates a 
protecting cap structure, probably a methyl-2,2,7-guanosine cap [122]. For intronic box 
H/ACA RNAs, the release of the mature sequences involves most of the time the action of the 
spliceosome. The splicing reaction generates a lariat form of the box H/ACA RNA-containing 
intron which is subsequently debranched by the enzyme Dbr1p [123] and digested by the 
exonucleases (Figure 6).  
It is not yet known how the activity of processing exonucleases is controlled such that 
only extensions and not mature sequences are eliminated. The binding of some core box 
H/ACA proteins may protect mature box H/ACA RNA sequences from exonucleolytic 
digestion. Such hypothesis implies that these box H/ACA proteins associate with box H/ACA 
RNA precursors at a very early stage, for example while they are being transcribed. This is 
supported by the fact that Cbf5p and Nhp2p in yeast and Nap57, Nhp2 and Nop10 in 
mammals are detected in close proximity to box H/ACA RNA genes [124-126]. It has also 
been demonstrated that dyskerin (the Cbf5p orthologue in humans) is recruited onto pre-
mRNAs hosting an intronic box H/ACA RNA before the splicing reaction [127,128].  
 
3.2. Co-transcriptional initial RNP assembly: role of Naf1p: 
The likely co-transcriptional assembly of Cbf5p/Nap57/dyskerin, Nhp2 and, at least in 
mammals, Nop10, onto nascent box H/ACA RNA precursors is probably assisted by Naf1, an 
essential protein conserved from yeast to man. Such assertion is based on the following data. 
Naf1 is specifically required for the accumulation of box H/ACA RNP proteins, except Nhp2, 
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and all types of box H/ACA RNAs (snoRNAs in yeast and snoRNAs, scaRNAs and 
telomerase RNA in HeLa cells) [125,129-132]. Naf1 also displays a weak but specific 
association with box H/ACA RNP components [125,129-132]. In addition, yeast Naf1p is an 
RNA-binding protein that interacts with the phosphorylated form of CTD pol II [130] and 
with Spt16p, Tfg1p and Sub1p, which are associated with the RNA polymerase II machinery 
[126]. Furthermore, Naf1 is present in the cell close to the chromatin containing box H/ACA 
RNA genes [124-126]. The fact that this association with chromatin requires active 
transcription and the presence of a box H/ACA RNA coding sequence strongly suggests that 
Naf1 is associated with chromatin via the nascent RNA. A model of Naf1 mode of action, 
based on these results, is presented in figure 7. This model proposes that Naf1, bound to 
Cbf5p/Nap57/dyskerin, Nhp2 and Nop10, is recruited onto a box H/ACA RNA precursor 
during its transcription via interactions with the RNA PolII machinery and the nascent RNA. 
Following recruitment, Naf1 would deliver its cargo box H/ACA proteins onto the box 
H/ACA RNA precursor, thus initiating RNP assembly. During the routing of the maturing 
box H/ACA RNP within the nucleoplasm from the box H/ACA RNA transcription site to a 
Cajal body or the nucleolus, Naf1 would be replaced by Gar1, leading to the production of a 
mature particle. Indeed, Naf1 possesses a domain highly related to Gar1, which has the 
potential to directly interact with the Cbf5 surface to which Gar1 binds [93]. Hence the Cbf5-
Naf1 and Cbf5-Gar1 interactions are thought to be mutually exclusive and to occur 
sequentially, a notion that is supported by in vitro protein/protein interaction studies showing 
that human Naf1 and Gar1 bind Nap57 competitively [125]. Thus, in addition to its role in 
promoting initial RNP assembly, Naf1 may also prevent premature catalytic activation of the 
particles by inhibiting Cbf5-Gar1 interactions. 
 
3.3. Role of other trans-acting factors potentially involved in box H/ACA RNP assembly 
and/or transport: 
Other factors in addition to Naf1, namely Shq1, the SMN complex, Srp40p/Nopp140, 
and the Rvb2p helicase are likely involved in box H/ACA RNP assembly and/or transport. 
The best candidate is yeast Shq1p, an essential nucleoplasmic protein which interacts in vitro 
with Naf1p and Nhp2p, and which, like Naf1p, is specifically required for box H/ACA 
snoRNP accumulation [132]. Shq1p has not been detected close to box H/ACA snoRNA 
genes [126] and thus could intervene prior to or after box H/ACA RNA transcription. 
A possible role of the SMN complex, which intervenes in spliceosomal snRNP assembly, 
in box H/ACA RNP biogenesis has also been proposed, since the SMN protein (a component 
of the SMN complex) interacts in vitro and in vivo with the human box H/ACA RNP protein 
Gar1 [133]. Furthermore, an association of SMN with the human telomerase complex has 
been identified [134]. The role of the SMN complex in snRNP biogenesis has been 
extensively studied (for review see [99,135,136]). Briefly, the SMN complex is required for 
the recruitment of Sm proteins onto spliceosomal snRNAs. In contrast, the precise role of 
SMN in box H/ACA RNP biogenesis is not known and may not be universal since no 
counterpart of the SMN complex has yet been found in budding yeast.  
The mammalian Nopp140 protein and its yeast counterpart Srp40p could also play a role 
in box H/ACA RNP biogenesis and/or transport. Nopp140 interacts with box H/ACA RNP 
components [137]. Furthermore, Srp40p in some yeast genetic backgrounds is necessary for 
the accumulation of box H/ACA snoRNAs [137]. The yeast helicase Rvb2p is likewise 
required for the accumulation of box H/ACA snoRNAs but is not specific of this RNA class 





4. Dyskerin and dyskeratosis congenita:
Dyskeratosis congenita (DC) is a rare inherited disorder characterized by abnormal 
pigmentation of the skin, nail dystrophy and mucosal leukoplakia [9,139]. Affected 
individuals tend to develop more serious symptoms including liver cirrhosis, strictures of the 
esophagus, pulmonary fibrosis, pancytopenia due to bone marrow failure and various types of 
cancers. These complications, above all bone marrow failure, cause death usually in the third 
decade. Three modes of transmission of the disease have been identified, an X-linked form 
and autosomal forms, dominant or recessive [9,139]. The most common form of DC is X-
linked, due to mutations within the gene coding dyskerin [8,140], the human orthologue of the 
pseudouridine synthase Cbf5p. Based on that information alone and given the presence of 
dyskerin in all types of box H/ACA RNPs including telomerase, three possible causes of the 
disease can be envisaged: a defect in ribosome biogenesis, a splicing defect or a telomerase 
deficiency. Strong arguments in favour of the latter possibility are the observations that in 
cultured cell lines or uncultured blood mononuclear cells from X-linked DC male patients, as 
compared to similar control cells from unaffected parental female carriers, levels of 
telomerase RNA are strongly reduced while levels of the tested box H/ACA snoRNAs and 
scaRNAs are essentially unaffected [70,141,142]. Even more compelling arguments 
supporting the idea that DC is above all the result of defective telomerase activity are the 
following: (i) all patients with DC have very short telomeres [143] (ii) the autosomal 
dominant form of the disease is caused by mutations within the gene encoding the RNA 
component of human telomerase [144]. In the latter case, clearly no ribosome biogenesis or 
splicing defect can be invoked. Nevertheless, it is probable that dyskerin mutations causing X-
linked DC (a more severe form of the disease than autosomal dominant DC), also induce 
some ribosome biogenesis defects and hence translational problems that increase the severity 
of the symptoms.  Indeed, it has recently been reported that cells from X-linked DC patients 
exhibit a specific defect in translation initiated from internal ribosome entry sites (IRES) 
[145]. Such defects could result in decreased levels of antiapoptotic factors such as XIAP and 
Bcl-xL and contribute to bone marrow failure [145].  
Two fundamental issues remain unresolved: (i) What is the impact of the dyskerin 
mutations causing DC on dyskerin function? and (ii) why do at least some of these mutations 
seem to specifically affect steady-state levels of telomerase RNA while having only a limited 
impact on the accumulation of other types of box H/ACA RNAs ? Fitting X-linked DC 
mutations on a dyskerin model structure, constructed using archaeal Cbf5 structure as a basis, 
reveals that the majority of these mutations cluster within the PUA domain of dyskerin [93]. 
Since the PUA domain of archaeal Cbf5 interacts with the lower stem and the ACA box of the 
archaeal guide RNA [94], a seemingly likely hypothesis was that these X-linked DC 
mutations affect dyskerin binding to the corresponding elements of human telomerase RNA. 
However, the corresponding residues of the archaeal Cbf5 PUA domain are not in contact 
with RNA in the archaeal box H/ACA RNP structure [94]. Thus the impact, if any, of X-
linked DC mutations on the ability of dyskerin to interact with RNA remains an open 
question. 
 
CONCLUSION and PERSPECTIVES:  
The study of box H/ACA RNPs, initiated by the teams of M. Fournier and T. Kiss  
[10,11,23,24], is entering a second decade. In the past ten years, we have come to appreciate 
how large and important the spectrum of functions carried out by box H/ACA RNPs is. 
Thanks to the work in archaeal systems, we now have knowledge at atomic level of how 
certain box H/ACA RNPs guiding pseudouridylation are organised. Work in eukaryotic 
systems has revealed that in vivo assembly and trafficking of box H/ACA RNPs requires a 
surprisingly large number of accessory factors. In the second decade, we can expect that at 
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least some the following issues will be clarified. The precise roles of Gar1, L7Ae/Nhp2 and 
Nop10 in the pseudouridylation process need to be established, a goal that will require 
structural characterization of a complete box H/ACA RNP bound to its substrate RNA. The 
functions played by the pseudouridines themselves in ribosome and spliceosome activity need 
to be clarified. Much remains to be done to fully understand how the various eukaryotic box 
H/ACA RNPs are assembled in vivo and targeted to their sites of action, the precise molecular 
roles of factors such as Naf1 and Shq1 in these processes, and to what extent 
assembly/targeting pathways are shared between the different sub-classes of box H/ACA 
RNPs [146]. The mode of action of snR30/U17 RNPs in 18S rRNA biosynthesis remains 
unresolved. Even more mysterious are the roles of the orphan box H/ACA RNPs. We need to 
understand the functional implications of the interactions of box H/ACA RNP proteins with 
ribosomal protein mRNAs and assess how widespread the phenomenon is. Finally, the 
molecular consequences of the amino-acid substitutions in the dyskerin protein causing DC 
have to be determined. The number of researchers with diverse expertise joining the box 
H/ACA RNP field is steadily increasing and we can expect to obtain answers to some of these 
questions in the not too distant future. 
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FIGURE LEGENDS : 
 
Figure 1 : A. Schematic representation of a box H/ACA sno/scaRNA guiding 
pseudouridylation bound to its substrate RNA. Positions of conserved boxes and 
pseudouridylatyion pockets are indicated. B. Schematic structure of uridine and pseudouridine 
residues. 
 
Figure 2: Secondary structures of the 3’ hairpins of S. cerevisiae snR30 and U17 snoRNAs 
from human and S. pombe. Red lettering: conserved m1 and m2 sequences. The 3’ end of the 
m2 sequence is always positioned 7 nucleotides upstream from the ACA box.  
 
Figure 3: Consensus secondary structure of vertebrate telomerase RNA.  
 
Figure 4: Crystal structure of an entire box H/ACA RNP from Pyrococcus furiosus (right) 
and schematic representation of the corresponding guide RNA secondary structure (left). 
Reprinted by permission from Macmillan Publishers Ltd: Nature (Li and Ye, “Crystal 
structure of an H/ACA box ribonucleoprotein particle”, 443, 302-307), copyright 2006. 
 
Figure 5: “Open” and “closed” conformations adopted by the 140-155 loop region of the 
aCbf5 D2 subdomain that may favour substrate entry into and substrate release from aCbf5 
active site cleft, respectively. Reprinted by permission from Macmillan Publishers Ltd: Nature 
(Li and Ye, “Crystal structure of an H/ACA box ribonucleoprotein particle”, 443, 302-307), 
copyright 2006. 
 
Figure 6: Schematic representations of the various organizations of box H/ACA RNA genes 
and of the processing pathways of box H/ACA RNA precursors. Note that processing of 
polycistronic box H/ACA RNA transcripts by RNase III is hypothetical. 
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La dyskératose congénitale (DC), ou syndrome de Zinsser-Cole-Engman, est une 
maladie héréditaire, trop souvent létale, décrite pour la première fois sur le plan 
dermatologique par Zinsser en 1906 [1]. Il s’agit d’une maladie très polymorphe sur le plan 
clinique et qui est également variable dans son mode de transmission ; ceci, ajouté au fait que 
les symptômes cliniques sont d’apparition retardée, rend son diagnostic clinique difficile. A 
cette hétérogénéité clinique est associée une hétérogénéité génétique et on sait que plusieurs 
gènes, 4 étant identifiés à ce jour, sont impliqués ; néanmoins, pour la majorité des patients, le 
gène en cause n’est pas connu et on peut donc s’attendre à la découverte de nouveaux gènes 
dans les années à venir. Le point remarquable est que les 4 gènes connus (DKC1, hTERC,
hTERT et NOP10), codent des composants de la télomérase tous impliqués dans le maintien 
de la longueur des télomères, faisant de la DC un modèle clinique unique pour la 
compréhension du rôle et de l’importance de la télomérase et des télomères. 
Summary : 
Dyskeratosis congenita, a disease caused by telomerase deficiency 
 Dyskeratosis congenita (DC), also called Zinsser-Cole-Engman syndrome, is a rare, 
often fatal, inherited disease described for the first time at the dermatological level by Zinsser 
in 1906 [1]. It is a very polymorphous disease at the clinical level, with several modes of 
inheritance. Several clinical symptoms of the disease can appear with delay. These features 
render DC a particularly difficult disease to diagnose. Mutations of several genes can cause 
DC, four of them having been identified so far. However, for a majority of patients, the 
affected gene has not been found. Remarkably, all identified genes (DKC1, hTERC, hTERT,
and NOP10) encode components of telomerase, all required for telomere length maintenance. 
DC is thus a unique clinical model to study the roles of telomerase and telomeres. 
1. Phénotype clinique :
Il est très variable d’un patient à l’autre et, pour un patient donné, évolutif au cours du 
temps. La description précise du phénotype a été grandement facilitée par la mise en place en 
1995 par l’équipe d’Inderjet DOKAL à Londres d’un registre international de la DC [2] 
associant des données cliniques détaillées et des prélèvements sanguins des membres malades 
ou asymptomatiques de 270 familles (Dyskeratosis Congenita Registry -DCR-, The Royal 
London Hospital). 
- La forme typique de la DC est caractérisée par des atteintes cutanées, phanériennes et 
muqueuses, et a pour cette raison été décrite par des dermatologues : aspect réticulé et 
hyperpigmentation (mélanodermie) de la peau associé à des zones d’atrophie, affectant 
surtout le cou, le haut du thorax et les extrémités des membres, dystrophie des ongles 
(présence de stries, de déformations, de réduction de taille voire d’absence totale des 
ongles ; l’aspect peut être celui d’une mycose unguéale) et leucoplasies des 
muqueuses, en particulier au niveau de la cavité buccale [3-6]. Les signes cutanés 
apparaissent en général avant l’âge de 10 ans. 
- Les patients peuvent aussi développer, au cours de l’évolution, de nombreux autres 
symptômes (Tableau 1), en particulier un retard statural, une perte précoce de cheveux 
ou une apparition prématurée de cheveux blancs, un larmoiement anormal (épiphora), 
des anomalies dentaires, une ostéoporose précoce, une cirrhose du foie, des sténoses 
de l’œsophage, des atteintes neurologiques (retard de développement, microcéphalie, 
atteinte cérébelleuse), une fibrose pulmonaire et un déficit immunitaire global [3, 6]. 
-  La grande majorité (au moins 80%) des patients vont évoluer vers une pancytopénie 
secondaire à une aplasie médullaire (la DC est, après l’anémie de Fanconi, la 2ème
cause en fréquence des aplasies médullaires constitutionnelles). Cette aplasie 
médullaire apparaît le plus souvent lors de la 2ème décade de la vie mais des formes 
très précoces ont aussi été rapportées ; le diagnostic étiologique est alors difficile car 
les signes cutanés et phanériens ne sont pas encore apparus et la DC peut être prise à 
tort pour une aplasie médullaire idiopathique. 
- Enfin, près de 10% des patients vont développer des cancers ou des hémopathies 
malignes de type variés : principalement des cancers de la peau, des muqueuses, de 
l’œsophage ainsi que des  leucémies ou des lymphomes.  
- Les principales causes des décès précoces sont l’insuffisance médullaire, le déficit 
immunitaire, la fibrose pulmonaire et les néoplasies [7]. 
Des formes particulières de DC sont également rapportées :  
- Le syndrome de Hoyeraal-Hreidarsson  (HH) a été décrit pour la première fois par 
Hoyeraal en 1970 [8]. On sait actuellement qu’il s’agit d’une forme très sévère de DC. 
Il est défini par la présence de 4 critères cliniques parmi les 6 suivants : RCIU, retard 
psychomoteur, microcéphalie, hypoplasie du cervelet (responsable d’une ataxie), 
aplasie médullaire précoce et déficit immunitaire sévère. Ces symptômes apparaissent 
chez le petit enfant. La transmission peut être soit liée au sexe, soit autosomique 
récessive (Tableau 2). 
- On a rapporté chez certains patients, diagnostiqués comme atteints d’aplasie 
médullaire idiopathique, des mutations dans les gènes codant hTERC ou hTERT [7, 9-
13] (cf infra); ceci souligne la difficulté du diagnostic et incite à la recherche 
systématique d’une atteinte constitutionnelle devant toute aplasie médullaire de 
l’enfant, en particulier si elle se révèle réfractaire à un traitement immunosuppresseur. 
- Plus récemment, il a été décrit des mutations hétérozygotes des gènes hTERT et hTR
chez 8% des patients atteints de fibrose pulmonaire idiopathique ;  ces patients ne 
présentaient aucun des autres signes classiques de la DC mais avaient des télomères 
raccourcis par rapport aux témoins ; dans une des familles, 3 sujets apparentés étaient 
décédés d’une aplasie médullaire [14]. 
Le diagnostic, difficile, repose essentiellement sur un faisceau d’arguments cliniques. Il 
n’y a pas de test biologique spécifique disponible en routine. Au sein de certains groupes de 
patients, l’étude de la longueur des télomères (cf infra) pourrait être un apport utile au 
diagnostic mais ce test n’est pas disponible dans la majorité des centres. Pour un tiers des 
patients, l’étude moléculaire permettra de démontrer la présence d’une mutation dans un des 
gènes impliqués (cf. infra).
2. Phénotype cellulaire :
La DC a une incidence principalement sur des tissus nécessitant un renouvellement 
cellulaire rapide et constant (peau, muqueuses, système digestif, système hématopoïétique). 
Les cellules de ces tissus issus de patients atteints de DC présentent deux caractéristiques : (i) 
elles ont une propension à produire des réarrangements chromosomiques [4, 15] et (ii) les 
télomères (structures particulières présentes aux extrémités des chromosomes) sont plus 
courts que dans les cellules identiques d’individus sains d’âge équivalent [16]. En ce qui 
concerne le système hématopoïétique, on note une réduction (variable selon les patients) du 
nombre de précurseurs hématopoïétiques. 
3. Modes de transmission et anomalies génétiques responsables de la maladie : 
L’incidence précise de la DC n’est pas connue mais il s’agit d’une maladie rare et on 
estime que seule une personne sur 1.000.000 est atteinte. Trois modes distincts de 
transmission de la maladie ont été identifiés [17] (Tableau 2): transmission liée au sexe (MIM 
305 000), transmission autosomique dominante (MIM 127 550), et transmission autosomique 
récessive (MIM 224 230). 
3.1. La forme liée au chromosome X est due à des mutations dans le gène codant la protéine 
dyskérine : 
La forme la plus classique, qui est aussi la plus sévère, est de transmission liée au sexe. 
Des études de génétique humaine et de biologie moléculaire, rendues possibles grâce à la 
constitution du registre international, ont conduit à l’identification du gène en cause. L’étude 
d’une famille très nombreuse dont seuls les hommes étaient atteints a permis de localiser en 
1986 le gène muté responsable de la maladie à une des extrémités du chromosome X (locus 
Xq28) [18]. Il a fallu attendre 1998 pour que le gène responsable, DKC1, codant la protéine 
dyskérine, soit identifié [19]. Dans une étude récente, les patients atteints de DC pour lesquels 
on identifie une mutation de DKC1 représentent 31% des cas [20]. 
La protéine dyskérine est une enzyme, capable de catalyser la conversion d’uridines en 
pseudouridines (voir Figure 1.A). L’uridine est un constituant de base de l’ARN (acide 
ribonucléique). L’uridine est fréquemment convertie en pseudouridine, un dérivé très proche, 
qui permet une stabilisation des molécules d’ARN [21, 22]. La protéine dyskérine n’agit 
jamais seule mais est toujours associée à trois protéines, nommées Gar1, Nhp2 et Nop10, et à 
une petite molécule d’ARN contenant des motifs caractéristiques désignés « boîte H » et boîte 
« ACA » [23, 24] (voir Figure 1.B). Il existe des centaines de petits ARN à boîtes H et ACA, 
auxquels s’associent les protéines dyskérine, Gar1, Nhp2 et Nop10, pour former autant de 
particules dites « ribonucléoprotéiques » ou « RNP » (chaque particule contient les quatre 
protéines et un seul petit ARN H/ACA). Selon la nature exacte du composant ARN qu’elles 
contiennent, ces particules jouent des rôles divers [25] (voir Figure 2): 
- Certaines RNP H/ACA sont requises lors de la synthèse des ribosomes ; les ribosomes 
sont des assemblages complexes de protéines et de plusieurs molécules d’ARN qui 
synthétisent les protéines dans tout type de cellule. Ces ribosomes sont essentiels à la 
survie cellulaire ; plus une cellule se divise rapidement, plus son taux de production de 
ribosomes doit être élevé. Les RNP H/ACA intervenant dans la synthèse des ribosomes 
soit introduisent des pseudouridines au sein des ARN ribosomiques, soit participent à 
l’ « extraction », à partir d’une molécule précurseur, des ARN ribosomiques matures [26].  
- D’autres RNP H/ACA introduisent des pseudouridines au sein des petits ARN du 
« complexe d’épissage » [26]. Le complexe d’épissage joue un rôle crucial dans 
l’expression des gènes [27]. Toute cellule procède à la synthèse de répliques éphémères 
des gènes, constituées d’ARN et dénommées pré-ARN messagers. Ces pré-ARN 
messagers contiennent des régions internes qui les rendent inactifs. Ces régions doivent 
être « excisées », par le complexe d’épissage, pour produire des ARN messagers matures 
qui pourront être scannés par les ribosomes pour produire les protéines qui leur 
correspondent. L’activité du complexe d’épissage est absolument tributaire de 
l’introduction par des RNP H/ACA de pseudouridines dans certains petits ARN du 
complexe [28]. 
- Enfin, la famille des RNP H/ACA comporte un membre atypique : la télomérase de 
vertébrés [29-31]. Il est donc nécessaire à ce stade de résumer brièvement ce que sont et 
font télomérase et télomères. La télomérase permet l’ajout aux extrémités des 
chromosomes, les télomères, de séquences répétées de nucléotides (chez l’homme, le 
motif répété a pour séquence TTAGGG) lors de la duplication des chromosomes 
précédant la division cellulaire [32, 33]. Les télomères participent de manière cruciale à la 
sauvegarde de l’intégrité des chromosomes en empêchant par exemple des fusions de 
chromosomes. Les cellules « somatiques » saines (toutes les cellules d’un individu à 
l’exception des cellules produisant les gamètes et les gamètes eux-mêmes) expriment de 
manière transitoire une forme active de la télomérase à des taux variables selon les types 
cellulaires. Cette expression transitoire de la télomérase n’est pas suffisante pour 
empêcher le raccourcissement des télomères à chaque division cellulaire. Néanmoins, elle 
est essentielle pour assurer le potentiel prolifératif des cellules. Par exemple en effet, 
l’inhibition de la télomérase dans des fibroblastes (cellules présentes dans le tissu 
conjonctif) en culture, ralentit leur prolifération et induit leur entrée prématurée dans un 
état quiescent, non-prolifératif, dit de « sénescence réplicative » [34]. Le cellules souches 
à l’origine du renouvellement du sang et de tissus tels que la peau et les muqueuses 
doivent avoir une capacité proliférative élevée, certainement tributaire de l’expression 
d’une forme active de la télomérase. L’activité catalytique proprement dite de la 
télomérase est apportée par une protéine à activité « transcriptase inverse » (nommée 
hTERT chez l’humain) qui se sert de la région dite « matrice » du composant ARN de la 
télomérase (ARN nommé hTERC chez l’humain) pour synthétiser des répétions  
télomériques. L’ARN de la télomérase (voir Figure 3) contient en outre un domaine 
apparenté aux ARN H/ACA « classiques », qui comporte les boîtes H et ACA 
caractéristiques et qui s’associe aux protéines dyskérine, Gar1, Nhp2 et Nop10 [29-31, 
35]. La partie de la télomérase constituée du domaine H/ACA de l’ARN associé à 
dyskérine, Gar1, Nhp2 et Nop10 joue un rôle essentiel dans la stabilisation du complexe 
télomérase et dans sa localisation correcte au sein du noyau des cellules. 
Dans tous les cas décrits ci-dessus, dyskérine joue un rôle crucial lors de l’assemblage des 
particules RNP H/ACA et dans le maintien de leur intégrité. Ces rôles découlent de la 
capacité supposée de dyskérine à se fixer directement sur les ARN H/ACA (ceci a été 
démontré formellement dans le cas de l’équivalent de dyskérine chez la levure, nommé Cbf5p 
[36]). Elle est aussi directement responsable de l’activité de peudouridylation des particules 
qui ont cette fonction. Dyskérine est une protéine « modulaire », composée de domaines ayant 
des rôles distincts (Figure 4). Le domaine « PUA » de dyskérine fixe directement selon toute 
vraisemblance certaines « tiges » des ARN H/ACA, alors que le domaine « TRUB » est le 
domaine catalytique en tant que tel qui interagit le cas échéant avec l’ARN substrat pour 
catalyser la conversion d’uridines en pseudouridines.
Les mutations du gène codant dyskérine responsables de la DC sont très variables, le plus 
souvent de type privé. Elles se regroupent pour l’essentiel dans la séquence du gène codant le 
domaine PUA et dans une séquence codant un domaine de fonction mal définie en amont du 
domaine PUA (voir Figure 4). Il s’agit presque toujours de mutations qui aboutissent à la 
substitution d’un acide aminé [20]. L’étude du phénotype clinique en fonction des mutations 
de DKC1 a apporté les éléments suivants :  
- Il n’y a pas de corrélation évidente entre le type de mutation observée et le phénotype 
clinique. Vullimay a proposé une classification clinique en fonction de la gravité du 
phénotype : (1) : patients se présentant avec des signes de DC à un âge de plus de 15 
ans mais sans aplasie médullaire, (2) : patients se présentant avec des signes de DC à 
moins de 15 ans mais sans aplasie médullaire, (3) : patients atteints de DC et ayant une 
aplasie médullaire (4) : syndrome de HH. En utilisant cette classification, il n’a pas été 
mis en évidence de corrélation génotype/phénotype y compris pour la seule mutation 
récurrente, A353V [20]. 
- Cette absence de corrélation est également illustrée par la découverte que certains 
patients atteints du syndrome de HH avaient aussi des mutations de DKC1 [37-39] et 
qu’une des mutations de DKC1 identifiée chez un patient atteint du syndrome de HH 
était également responsable chez d’autres patients d’une forme beaucoup plus 
« classique » de la DC [5]. 
Les facteurs génétiques ou environnementaux qui modulent l’impact des mutations de 
DKC1 restent pour le moment inconnus. 
3.2. La forme de transmission autosomique dominante peut être due à des mutations dans le 
gène codant l’ARN de la télomérase (hTERC) ou celui codant la transcriptase inverse de 
la télomérase (hTERT) : 
En 2001, il a été démontré que dans plusieurs familles, la forme autosomique dominante 
de la dyskératose est due à des mutations dans le gène codant l’ARN de la télomérase [40]. 
Les altérations de cet ARN qui causent la DC sont localisées avant tout dans la région dite 
« pseudo-nœud » qui jouxte la région matrice de l’ARN, et dans le domaine « H/ACA » (voir 
Figure 3). Certaines altérations du domaine H/ACA ont pour conséquence de déstabiliser 
l’ARN de la télomérase. Dans ce cas, les cellules souches des patients n’expriment que la 
forme normale de l’ARN de la télomérase, produite à partir de la copie saine du gène codant 
hTERC. La maladie est donc ici liée à un phénomène d’haplo-insuffisance. D’autres 
mutations affectant le domaine pseudo-nœud conduisent à la production de télomérase dont 
l’activité est fortement réduite, ce qui est responsable, ici aussi d’une haplo-insuffisance [41-
43].
  Un autre gène qui semble responsable chez une famille de la forme autosomique 
dominante de la DC a été identifié en 2005 : il s’agit du gène codant la transcriptase inverse 
de la télomérase (hTERT) [44]. Dans ce cas également, la maladie est causée par un 
phénomène d’haploinsuffisance. Des mutations dans le gène codant hTERT ont également été 
identifiées dans des familles de patients atteints de DC, mais ces mutations ne ségrègent pas 
nécessairement avec la maladie [20]. Il est donc difficile de conclure quant à l’implication de 
ces mutations dans la maladie.  
Les familles atteintes par la forme autosomique dominante de la DC, quelle soit due à des 
mutations dans le gène codant hTERC ou dans celui codant hTERT, présentent un phénomène 
d’anticipation génétique [43]. Ce phénomène, qui n’est pas observé dans la forme de DC due 
à des mutations du gène codant la dyskérine, désigne l’apparition plus précoce et 
l’accroissement de la sévérité des symptômes de la maladie au fur et à mesure des 
générations. Ceci est corrélé avec un raccourcissement des télomères d’une génération à 
l’autre. Il est envisagé que des individus ayant hérité de la mutation et de télomères 
anormalement courts sont incapables de restaurer une taille normale de leurs télomères à 
cause d’une activité de la télomérase insuffisante; dans cette hypothèse, plus les télomères des 
chromosomes hérités du parent porteur de la mutation sont courts, plus les symptômes de la 
maladie se déclareront tôt. 
3.3. La forme autosomique récessive de la DC peut être causée par une mutation du gène 
codant la protéine Nop10 : 
Une étude récente a apporté des éclaircissements concernant les bases génétiques de la 
forme autosomique récessive de la DC [45]. Cette étude a conclu que plusieurs gènes étaient 
impliqués dans cette forme de la maladie. Elle a surtout permis d’identifier un de ces gènes : il 
s’agit du gène codant la protéine Nop10 qui est muté pour une des familles étudiées. Les 
cellules des individus malades présentent des télomères très courts et une forte diminution de 
la quantité de l’ARN de la télomérase. Il est envisageable que la protéine Nop10 joue un rôle 
dans l’assemblage et/ou la stabilisation des RNP H/ACA et de la télomérase, mais ceci reste à 
démontrer. 
4. La DC, un syndrome causé par une maintenance défectueuse des télomères : 
La découverte que la forme de DC liée au chromosome X est due à des mutations du gène 
codant dyskérine suggéra initialement que la DC résulte d’un défaut de synthèse des 
ribosomes [19]. La mise en évidence peu après que dyskérine fait partie, non seulement des 
RNP H/ACA participant à la synthèse des ribosomes, mais également de la télomerase 
conduisit à l’hypothèse que la DC résulte en fait d’une déficience d’activité télomerase, 
particulièrement délétère pour les cellules souches [31]. Cette dernière hypothèse  apparaît 
maintenant comme la plus valide, puisque la forme autosomique dominante de la DC résulte 
de mutations dans les gènes codant hTERC et hTERT, composants spécifiques de la 
télomérase qui ne sont à priori pas impliqués dans la synthèse des ribosomes. Néanmoins, il 
est possible que les modifications de dyskérine qui causent une forme souvent sévère de la 
DC induisent également des défauts de synthèse des ribosomes, et donc de synthèse protéique, 
qui accroissent les symptômes. De fait, il a récemment été démontré que des cellules issues de 
patients atteints de DC du à des altérations de dyskérine présentent un défaut très spécifique 
de la traduction (processus de synthèse des protéines) initiée à partir de sites d’entrée interne 
des ribosomes sur les ARN messagers [46]. Ces défauts pourraient résulter en une baisse de 
facteurs antiapoptotiques (qui contrecarrent la mort cellulaire) comme XIAP et Bcl-xL et 
contribuer à la dégénérescence de la moelle.
Il peut sembler paradoxal que les patients atteints de DC, un syndrome du à un déficit 
d’activité télomérase, développent avec une fréquence élevée certains types de cancers, alors 
que la grande majorité des cancers humains sont associés à une réactivation de la télomérase 
[47]. Une des hypothèses plausibles est que la présence de télomères très courts dans certaines 
cellules induit une instabilité chromosomique propice à la transformation maligne.  
5. Prise en charge et traitement : 
La DC est une pathologie lourde, évolutive, qui nécessite une prise en charge 
pluridisciplinaire. Les atteintes les plus sévères sont l’insuffisance médullaire et le déficit 
immunitaire. Le traitement symptomatique va associer : 
- Les androgènes, qui peuvent parfois améliorer le fonctionnement de la moelle pendant une 
période plus ou moins longue [3, 4] ; ils sont néanmoins ici moins régulièrement actifs 
que dans l’anémie de Fanconi. 
- Un support transfusionnel, nécessaire quand les cytopénies sont sévères. 
- Des facteurs de croissance hématopoïétiques, G-CSF en particulier, en traitement 
d’appoint d’une infection ; les facteurs de croissance hématopoïétiques n’ont sinon pas 
démontré leur intérêt en tant que traitement de fond. 
- Des traitements anti-infectieux curatifs et préventifs pour contrôler les infections 
favorisées par la neutropénie et  l’immunosuppression.
Le seul traitement réellement curatif de l’insuffisance médullaire et du déficit 
immunitaire, est l'allogreffe de cellules souches hématopoïétiques [3, 4]. Malheureusement les 
résultats de la greffe sont mauvais pour cette pathologie avec un risque de décès important lié 
à des complications pulmonaires et vasculaires survenant après la greffe [2, 48-50]. La forte 
incidence de complications pulmonaires pourrait être liée au fait que les patients atteints de 
DC ont intrinsèquement un risque d’évolution vers une fibrose pulmonaire. Pour cette raison 
il est logique d’exclure les agents associés à une toxicité pulmonaire (busulphan), de même 
que l’irradiation des poumons lors du conditionnement des patients avant greffe. L’espoir 
actuel est lié à l’utilisation de conditionnements utilisant le cyclophosphamide et le serum 
antilymphocytaire [51] ou la fludarabine [37, 52] qui semblent donner des résultats 
encourageants. 
La thérapie génique reste à ce jour un objectif théorique et il n’y a pas à ce jour de projet 
avancé en la matière. Les difficultés sont ici majorées par : 
- la multiplicité des gènes en cause. 
- le fait que la maladie est multisystémique et qu’il ne suffira pas de traiter l’atteinte 
médullaire ou immunitaire pour guérir les patients.
6. Perspectives : 
La dyskératose congénitale reste une maladie trop peu connue, de diagnostic difficile, et 
souvent fatale. Pour améliorer le soutien aux familles et la prise en charge thérapeutique des 
malades, les actions suivantes doivent être poursuivies et développées : 
- Poursuite de la collaboration internationale, remarquable, coordonnée par l’équipe 
Londonienne qui gère le registre des patients. 
- Permettre une meilleure diffusion des connaissances cliniques sur cette maladie au sein de 
la communauté médicale et du public. 
- Aider la recherche, afin de permettre tout à la fois l’identification de nouveaux 
gènes (actuellement la majorité des malades atteints de formes autosomiques de DC ou de 
HH ne présentent pas de mutation dans les gènes connus) et une meilleure compréhension 
de la physiopathologie de la maladie, en particulier l’identification de facteurs 
modificateurs du phénotype en fonction d’un même génotype. 
- Améliorer les résultats des allogreffes de cellules souches hématopoïétiques par la mise au 
point de nouveaux conditionnements et la prévention, si possible, des complications 
tardives.  
- Poursuivre la recherche en matière de thérapie génique. L’idée serait donc de procéder à 
une correction génique ex vivo (c'est-à-dire hors du corps humain) de cellules souches 
hématopoïétiques des patients puis de les réinjecter dans la moelle, que ces cellules 
« corrigées » seraient susceptibles de coloniser. Ce pari est basé sur l’observation que dans 
le sang de femmes porteuses d’un gène DKC1 muté sur l’un des deux chromosomes X, 
c’est le chromosome X porteur de la mutation hérité d’un des deux parents qui est inactivé 
dans la grande majorité des cellules [53, 54]. Or, chez des femmes possédant deux copies 
saines du gène DKC1, la moitié des cellules présentent un chromosome X maternel 
inactivé, et dans l’autre moitié, c’est le chromosome paternel qui est inactif. Ces données 
suggèrent fortement que les cellules exprimant le gène DKC1 sain ont un avantage de 
croissance et/ou de survie par rapport aux cellules exprimant le gène muté, ce qui amène 
les cellules du premier type à totalement coloniser le système hématopoïétique. 
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Tableau 1 : Fréquence de différents symptômes chez des patients atteints de DC 
Symptômes : Pourcentage des patients affectés : 
Atteintes cutanées 89%










Sténoses de l’œsophage 17%
Perte de cheveux/cheveux blancs prématurés 16%
Cancers 10%
Cirrhose du foie 7%
Microcéphalie 6%
Ostéoporose précoce 5%
Tableau 2 : incidence des mutations identifiées chez les patients en fonction du mode de 
transmission établi cliniquement par l’étude familiale 
DKC1 TERC ?  Total
Transmission liée à l’X   21 (4)  0 (0)  1 (1)  22 (5)
2 sujets masculins atteints             11 (3)  1 (0)  7 (1)  19 (4)
1 sujet masculin atteint   40 (8)  3 (0)  80 (15)          123 (23)
Transmission AD    0   7 (0)  4 (0)  11 (0)
Transmission AR    0   0   18 (9)  18 (9)
Cas sporadique    0   0   35 (7)  35 (7)
Total     72  11  145  228 
Sont indiqués le nombre de cas et, entre parenthèses, le nombre de cas dont la présentation 
clinique est celle d’un syndrome de Hoyeraal-Hreidarsson. Dans cette étude, aucune mutation 
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et ne figurent pas dans ce tableau. 
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Lorsque j’ai débuté ma thèse en octobre 2003, la protéine Naf1p venait de faire l’objet 
de 3 articles dont les données suggéreraient très fortement que cette protéine est requise lors 
de l’assemblage des particules H/ACA chez la levure Saccharomyces cerevisiae. Dans les 
chapitres qui suivent, je présente tout d’abord les éléments qui ont conduits trois laboratoires 
à étudier Naf1p ainsi que les résultats qu’ils ont obtenus. Enfin, dans la partie II, je présente 




A. Description de la protéine Naf1p
 
La protéine Naf1p chez la levure Saccharomyces cerevisiae est codée par le gène 
YNL124w porté par le chromosome XIV. C’est une protéine très acide, point isoélectrique de 
4,51, d’une masse moléculaire de 54,94 kDa contenant 492 acides aminés (figure 51). Naf1p 
possède à l’extrémité carboxy-terminale un domaine riche en résidus proline et glutamine. 
L’extrémité amino-terminale présente un domaine riche en sérine contenant plusieurs sites 
potentiels de phosphorylation par la caséine kinase II. Dans la région centrale de Naf1p se 
trouvent un Signal de Localisation Nucléaire (NLS) ainsi qu’un domaine présentant une forte 
homologie avec le domaine central de la protéine Gar1p (composant des particules H/ACA). 
La protéine Naf1p n’est pas très abondante chez la levure, son niveau d’expression serait 10 
fois inférieur à ceux des protéines des particules H/ACA (Ghaemmaghami, Huh et al. 2003).  
 
B. Données préliminaires suggérant l’existence d’un lien 
entre la protéine Naf1p et les snoRNP H/ACA
 
La protéine Naf1p a tout d’abord été identifiée chez la levure Saccharomyces
cerevisiae lors d’un crible double hybride à large échelle (Ito, Chiba et al. 2001) ainsi que 
dans une étude visant à identifier de façon systématique les composants d’un grand nombre de 
complexes chez la levure par chromatographie d’affinité sur colonne retenant des protéines 
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portant l’étiquette (Ho, Gruhler et al. 2002).  
Naf1p a été identifiée dans les complexes associés à Cbf5p-Flag ainsi qu’en double-
hybride en tant que protéine interagissant avec Cbf5p et Nhp2p. L’existence de ces 
interactions a conduit Christophe Dez dans le laboratoire ainsi que Pok Kwan Yang 
(laboratoire de Guillaume Chanfreau) et Alessandro Fatica (laboratoire de David Tollervey) à 
investiguer le rôle de Naf1p dans la formation et le fonctionnement des RNP H/ACA (Dez, 
Noaillac-Depeyre et al. 2002), (Yang, Rotondo et al. 2002), (Fatica, Dlakic et al. 2002). 
 
C. Caractérisation initiale de la protéine Naf1p 
 
Dans un premier temps, l’effet sur les RNP H/ACA de la répression de l’expression de 
la protéine Naf1p a été testé. La protéine Naf1p étant essentielle, la stratégie a consisté à 
placer le gène NAF1 sous le contrôle du promoteur inductible pGAL1-10 qui est activé en 
présence de galactose et réprimé en présence de glucose. Il a ainsi été mis en évidence que, 
lorsque la protéine Naf1p est absente, tous les composants des snoRNP H/ACA, hormis 
Nhp2p, présentent un défaut d’accumulation sévère. L’hypothèse d’un éventuel rôle de Naf1p 
au niveau transcriptionnel a été écarté dans la mesure où, en absence de Naf1p, 
l’accumulation des ARNm codant les protéines H/ACA n’est pas modifiée. Des tests 
d’immunoprécipitation de la protéine Naf1p portant l’étiquette ZZ ont révélé qu’elle est 
associée de façon spécifique aux composants des particules H/ACA. Néanmoins, cette 
association est relativement faible ce qui suggère que Naf1p s’associe de façon transitoire 
avec ces particules. L’hypothèse selon laquelle Naf1p ne serait pas un composant stable des 
RNP H/ACA est confortée par le fait qu’elle est localisée majoritairement dans le 
nucléoplasme alors que les snoRNP H/ACA exercent leurs fonctions au sein du nucléole. De 
plus, dans un gradient de glycérol seule une faible fraction de Naf1p co-sédimente avec les 
substrats des snoRNP H/ACA, les particules pré-ribosomiques.  
Toutes ces données ont permis de proposer que Naf1p pourrait être requise lors des 
étapes d’assemblage et/ou de transport des particules H/ACA. Des tests d’interaction in vitro 
ont révélé que Naf1p interagit de façon directe avec les protéines Nhp2p et Cbf5p et qu’elle 
présente de l’affinité pour l’ARN (Fatica, Dlakic et al. 2002). Elle pourrait donc avoir un rôle 




De façon très intéressante, Alessandro Fatica et ses collaborateurs on mis en évidence 
une interaction en double hybride entre Naf1p et le domaine carboxy-terminal (CTD) de la 
grande sous-unité de l’ARN polymérase II. Ce résultat a été confirmé par des tests 
d’immunoprécipitation dans lesquels le domaine CTD étiqueté GST (produit chez la bactérie) 
a été incubé avec un extrait de levure exprimant Naf1p. Il a été mis en évidence que 
l’interaction entre CTD-GST et Naf1p requièrt la phosphorylation du domaine CTD, ce qui 
correspond à la forme du CTD retrouvée au sein du complexe actif de transcription. Ce 
résultat suggère que Naf1p pourrait interagir in vivo avec la machinerie de transcription afin 
d’initier de manière très précoce l’assemblage des RNP H/ACA en recrutant les protéines 
Nhp2p et Cbf5p sur les précurseurs des snoARN H/ACA en cours de transcription.  
 
 
D. Problématique de mon sujet de thèse 
 
Mon projet de thèse a consisté à poursuivre la caractérisation de la protéine Naf1p dans 
le but de comprendre le rôle qu’elle exerce dans le processus de biogenèse des RNP H/ACA. 
Dans un premier temps, nous nous sommes intéressés au modèle humain chez lequel il existe 
des snoRNP H/ACA, comme chez la levure, mais également deux autres types de particules 
H/ACA, les scaRNP H/ACA et la télomérase. Sur la base d’une homologie significative avec 
la protéine Naf1p de levure, Fatica et collaborateurs ont proposé que la protéine Q96HR8 
pourrait être l’orthologue chez l’homme de Naf1p. Nous avons caractérisé cette protéine et 
investigué son éventuelle implication dans le processus d’assemblage des différents types de 
RNP H/ACA chez l’homme. 
Le travaux menés par Fatica et collaborateurs ont mis en évidence une interaction in 
vitro entre Naf1p et l’ARN polymérase II suggérant que Naf1p pourrait avoir un rôle très 
précoce au cours de l’assemblage des RNP H/ACA. Le deuxième axe de mon sujet de thèse a 
consisté à identifier les partenaires spécifiques de la protéine Naf1p pouvant nous donner des 
indications sur les étapes au cours desquelles Naf1p est requise.  
Afin, afin de déterminer le mode d’action de la protéine Naf1p au niveau moléculaire, 




II. Résultats obtenus au cours de ma thèse 
 
A. Naf1p est impliquée dans la formation de toutes les 




Chez les eucaryotes supérieurs, et plus particulièrement chez les vertébrés, il existe 
trois types de particules H/ACA: les snoRNP H/ACA, les scaRNP H/ACA et la télomérase 
(voir introduction), qui sont impliquées respectivement dans la biogenèse des ribosomes, des 
snRNP de l’épissage et dans la synthèse des télomères. Les fonctions et la localisation de ces 
particules diffèrent mais elles ont toutes en commun le fait de posséder un ARN non-codant 
présentant un domaine de type H/ACA associé aux protéines dyskérine (orthologue de 
Cbf5p), Gar1, Nhp2 et Nop10. Dans le but de déterminer si les mécanismes d’assemblage de 
ces différentes RNP sont similaires, nous avons entrepris la recherche d’un éventuel 
orthologue de la protéine Naf1p chez l’homme.  
Le groupe de David Tollervey avait précédemment proposé que la protéine humaine 
Q96HR8 pourrait être l’orthologue de Naf1p, sur la base d’une homologie de séquence 
significative avec Naf1p de levure (Fatica, Dlakic et al. 2002). La figure 51 présente les 
différents domaines que nous avons identifiés au sein des séquences des différents 
homologues de la protéine Naf1p. Un certain nombre de caractéristiques sont conservées telle 
que la présence d’un domaine riche en sérine, de domaines riches en proline et glutamine, 
d’un domaine central présentant une forte homologie avec la protéine Gar1p et d’un domaine 
très conservé que nous avons nommé UCDN «Ultra Conserved Domain of Naf1p ». 
Afin de tester si la protéine Q96HR8 est bien l’orthologue de Naf1p de levure, nous 
avons réalisé des tests de complémentation. Pour cela, nous avons construit une souche 
exprimant l’allèle chromosomique de NAF1 sous le contrôle du promoteur inductible pGal1-
10, induit par le galactose et réprimé par le glucose. Nous avons mis en évidence que la 
présence de la protéine Q96HR8 permet de compenser l’absence de Naf1p de levure (lorsque 
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la souche est cultivée en présence de glucose) en terme de croissance et d’accumulation des 
composants des snoRNP H/ACA. Nous avons alors renommé la protéine Q96HR8, hNaf1. 
Lorsqu’elle est exprimée chez la levure, la protéine hNaf1 est capable d’interagir avec les 
protéines Cbf5p, Nhp2p et Nop10p. Nous avons mis en évidence qu’au sein des cellules 
humaines (HeLa), elle interagit avec les orthologues de Cbf5p, Nhp2p et Nop10p. De plus, 
hNaf1 est associée aux trois types d’ARN H/ACA humains: les snoARN H/ACA, les scaARN 
H/ACA et l’ARN de la télomérase. Dans les cellules HeLa, hNaf1 est localisée 
principalement dans le nucléoplasme et semble être exclue des corpuscules de Cajal et des 
nucléoles. Une approche par ARN interférence nous a permis de montrer que hNaf1 est, 
comme son orthologue de levure, requise pour l’accumulation des composants des snoRNP 
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ABSTRACT
The human telomerase ribonucleoprotein particle (RNP) shares with box H/ACA small Cajal body (sca)RNPs and small
nucleolar (sno)RNPs the proteins dyskerin, hGar1, hNhp2, and hNop10. How dyskerin, hGar1, hNhp2, and hNop10 assemble
with box H/ACA scaRNAs, snoRNAs, and the RNA component of telomerase (hTR) in vivo remains unknown. In yeast, Naf1p
interacts with H/ACA snoRNP proteins and may promote assembly of Cbf5p (the yeast ortholog of dyskerin) with nascent pre-
snoRNAs. Here we show that the human HsQ96HR8 protein, thereafter termed hNaf1, can functionally replace endogenous
Naf1p in yeast. HeLa hNaf1 associates with dyskerin and hNop10 as well as box H/ACA scaRNAs, snoRNAs, and hTR. Reduction
of hNaf1 steady-state levels by RNAi significantly lowers accumulation of these components of box H/ACA scaRNP, snoRNP,
and telomerase. hNaf1 is found predominantly in numerous discrete foci in the nucleoplasm and fails to accumulate within
Cajal bodies or nucleoli. Altogether, these results suggest that hNaf1 intervenes in early assembly steps of human box H/ACA
RNPs, including telomerase.
Keywords: H/ACA RNAs; RNPs; telomerase; nucleolus; Cajal bodies
INTRODUCTION
The telomerase holoenzyme catalyzes the addition of
simple repeat sequences at telomeres, the ends of chromo-
somes. In all organisms in which it has been characterized,
telomerase is a ribonucleoprotein particle (RNP), consti-
tuted of an RNA component associated with several
proteins, some of which are species-specific (Cech 2004).
The catalytic core of telomerase comprises a protein reverse
transcriptase, termed hTERT in humans, and the so-called
template sequence of telomerase RNA. This sequence is
reverse-transcribed by the telomerase reverse transcriptase
using telomere 39 protruding ends as primers. In addition,
the telomerase holoenzyme contains a domain organized
around the 39 terminal part its RNA moiety, which is
implicated in the formation, trafficking, and stability of the
holoenzyme (Chen and Greider 2004). In human telome-
rase, this domain is highly related to box H/ACA small
RNPs (Mitchell et al. 1999a; Chen et al. 2000; Chen and
Greider 2004; Ja´dy et al. 2004). These RNPs function in
RNA modification. The first box H/ACA RNPs to be
discovered, the box H/ACA small nucleolar (sno)RNPs,
accumulate in the nucleolus and are involved in modifica-
tion of rRNAs and spliceosomal U6 snRNA (Kiss 2002).
The box H/ACA small-Cajal-body specific (sca)RNPs, on
the other hand, accumulate within Cajal bodies and are
involved in nucleotide modification of spliceosomal
snRNAs transcribed by RNA polymerase II (Darzacq
et al. 2002). Box H/ACA snoRNPs and scaRNPs share four
conserved proteins, dyskerin (also called Cbf5p in yeast and
Nap57 in rodents), hGar1, hNhp2, and hNop10; and their
RNA components contain two conserved box elements,
termed the H-box and the ACA-box (Meier 2005). In
addition, the RNA components of scaRNPs, scaRNAs,
contain the so-called CAB-box that functions in the re-
tention of scaRNPs within Cajal bodies (Richard et al.
2003). The human telomerase holoenzyme also possesses
the proteins dyskerin, hGar1, hNhp2, and hNop10 (Cong
et al. 2002; Chen and Greider 2004); and its RNA com-
ponent (called hTR) features the conserved H-, ACA-, and
CAB-boxes at its 39-end (Mitchell et al. 1999a; Chen et al.
2000; Ja´dy et al. 2004). Integrity of the H-box or ACA-box
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is necessary for normal processing and accumulation of
hTR (Mitchell et al. 1999a). Likewise, modifications of
dyskerin that cause dyskeratosis congenita induce a drastic
drop in hTR levels (Mitchell et al. 1999b). Consistent with
it possessing a CAB-box, hTR accumulates within Cajal
bodies (Ja´dy et al. 2004, 2006; Tomlinson et al. 2006). Thus
human telomerase contains a bona fide box H/ACA RNP
domain that is critical for the accumulation and localiza-
tion of the holoenzyme.
How eukaryotic box H/ACA small RNPs and telomerase
are assembled in vivo still remains little understood,
although it has recently been shown that a Nap57/Nop10/
Nhp2 complex could specifically bind to in vitro synthesized
box H/ACA snoRNAs and hTR (Wang and Meier 2004) and
that yeast Nop10p may directly contact RNA (Khanna et al.
2006). It has also been recently demonstrated that archaeal
aCbf5 can directly and specifically bind in vitro to archaeal
box H/ACA small RNAs (Baker et al. 2005; Charpentier
et al. 2005). Moreover, recombinant archaeal H/ACA RNP
proteins aCbf5, aGar1, L7Ae, and aNop10 can assemble
onto the H/ACA domain of telomerase RNA (Hamma et al.
2005). Thus, it is tempting to speculate that dyskerin/Cbf5p
also plays a pivotal role in the assembly of eukaryotic box
H/ACA snoRNPs, scaRNPs, and telomerase. In yeast, the
Naf1p protein might intervene in early steps of yeast box
H/ACA snoRNP assembly. Yeast Naf1p is a nucleoplasmic
protein that associates with RNA and protein components
of box H/ACA snoRNPs (Dez et al. 2002; Fatica et al.
2002; Yang et al. 2002). Yeast Naf1p also interacts with the
C-terminal domain of the large subunit of RNA polymerase
II (Fatica et al. 2002). Moreover, both Naf1p and Cbf5p are
found in close proximity to genes encoding snoRNAs, and
such proximity depends on ongoing transcription (Ballarino
et al. 2005; Yang et al. 2005). Thus, it is envisaged that
Cbf5p is cotranscriptionally delivered by Naf1p to nascent
box H/ACA pre-snoRNAs to initiate box H/ACA snoRNP
assembly. We wondered whether human cells possess an
ortholog of Naf1p and if so, whether it would be required
for the accumulation of all RNPs containing a box H/ACA
domain, including telomerase. We report here the charac-
terization of human Naf1, hNaf1, and demonstrate that it
is, indeed, required for accumulation of all types of box
H/ACA RNPs, including telomerase.
RESULTS AND DISCUSSION
HsQ96HR8 is the human ortholog of yeast Naf1p
The hypothetical protein HsQ96HR8 was predicted by
Fatica and colleagues (Fatica et al. 2002) to be the ortholog
of yeast Naf1p. To check whether HsQ96HR8 could
partially fulfill the functions of endogenous Naf1p, the
gene encoding HsQ96HR8 was expressed constitutively
from a plasmid in a yeast strain in which the NAF1 gene
is transcribed from the GAL1-10 promoter (Dez et al.
2002); hence, in this strain, Naf1p expression can be turned
off by switching cells from a medium containing galactose
to one containing glucose as carbon source. As controls, the
same strain was transformed with an empty plasmid, or the
same plasmid containing the yeast NAF1 gene transcribed
from the GAR1 promoter. Expression of HsQ96HR8
corrected to a significant degree the growth defect caused
by depletion of endogenous Naf1p (Fig. 1A). Naf1p de-
pletion leads to a drop in the steady-state levels of Cbf5p,
Gar1p, Nop10p, and H/ACA snoRNAs (Fig. 1B,C, lanes 1–4;
Dez et al. 2002). Expression of HsQ96HR8 significantly
reduced the drop in the levels of these proteins and RNAs
following depletion of endogenous Naf1p (Fig. 1B, lanes 5–8;
Fig. 1C, lanes 9–12), and these effects were correlated with
the ability of HsQ96HR8 to interact with yeast H/ACA
snoRNP proteins (Fig. 1D). Finally, we showed by plasmid
shuffling that haploid yeast cells devoid of the NAF1 gene
are viable when they express human HsQ96HR8 from
a plasmid (data not shown) and that steady-state levels of
H/ACA snoRNAs in these cells range from z30% to 85%
of wild-type levels (Fig. 1E). From these data, we conclude
that HsQ96HR8 is, indeed, the ortholog of yeast Naf1p and
is hence thereafter referred to as hNaf1.
hNaf1 interacts with protein and RNA components of
HeLa box H/ACA snoRNPs, scaRNPs, and telomerase
The human family of box H/ACA RNPs includes not only
snoRNPs that accumulate in the nucleolus as in Saccharo-
myces cerevisiae, but also scaRNPs, which accumulate in
Cajal bodies, and telomerase. We wondered whether hNaf1
does interact with protein and RNA components of all
types of box H/ACA RNPs. Such hypothetical interactions
were evaluated by precipitation experiments carried out using
purified anti-hNaf1 antibodies (raised in rabbit against hNaf1
peptides) and HeLa cell extracts. hNaf1 interacts with dyskerin
and hNop10 but not with fibrillarin (Fig. 2A), consistent
with results obtained with yeast cells. Interaction with
hGar1 and hNhp2 could not be evaluated for lack of suit-
able antibodies able to detect these proteins in the Western
blot procedure. In addition, not only box H/ACA snoRNAs,
but also box H/ACA scaRNAs and hTR were precipitated
with anti-hNaf1 antibodies from total HeLa cell extracts
(Fig. 2B). In contrast, we could not detect an interaction
between hNaf1 and box C/D U3 snoRNA or spliceosomal
U6 snRNA (Fig. 2B). We conclude that hNaf1 is specifically
associated with protein and RNA components of box
H/ACA snoRNPs, scaRNPs, and telomerase in HeLa cells.
hNaf1 is required to maintain normal cellular levels of
box H/ACA RNP and human telomerase components
We next sought to determine if hNaf1 is required to
maintain normal levels of the box H/ACA RNP and
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telomerase components with which it interacts. To address
this question, we reduced the levels of hNaf1, dyskerin, or
fibrillarin as control, by inducing turn-over of the corre-
sponding mRNAs using specific siRNAs (Fig. 3A,B). Re-
duction of the quantities of hNaf1 induced a mild drop in
the levels of dyskerin and hNop10, while levels of fibrillarin
remained unchanged (Fig. 3A). Conversely, treatment with
siRNAs targeting dyskerin mRNAs reduced the levels of
hNaf1 (Fig. 3A,B). In addition, reduction of the quantities
of hNaf1 or dyskerin was correlated with a decrease in the
steady-state levels of box H/ACA snoRNAs, scaRNAs, and
hTR (Fig. 3C). In contrast, levels of box C/D snoRNAs U3
and U13 were unaffected by a reduction in the amounts of
hNaf1.
hNaf1 is located in numerous discrete nucleoplasmic
foci and fails to accumulate in nucleoli or
Cajal bodies
To investigate where hNaf1 might function in the cell, its
intracellular distribution was assessed by fluorescence in
situ immunodetection using purified anti-hNaf1 antibodies
(Fig. 4). hNaf1 is detected primarily in a large number of
discrete foci throughout the nucleoplasm that often coincide
FIGURE 1. (Legend on next page)
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with, but are less numerous than, nucleoplasmic foci
containing the large subunit of RNA polymerase II. Faint
diffuse labeling of the cytoplasm with anti-hNaf1 anti-
bodies can also be observed. The same distribution is
observed in mammary tumor cells (MCF7), osteocarci-
noma cells (U2OS), and in mouse cells (NIH3T3) (data not
shown). We failed to detect any hNaf1 within nucleoli, here
labeled with anti-fibrillarin antibodies. Likewise, although
hNaf1-containing foci are sometimes juxtaposed to Cajal
bodies, most of these seem devoid of hNaf1. HA-tagged
hNaf1 transiently expressed in transfected HeLa cells is also
predominantly detected in the nucleoplasm and seems
absent from nucleoli (data not shown). These data dem-
onstrate that hNaf1 is not part of mature box H/ACA
snoRNPs and scaRNPs and suggest that it intervenes in
early steps of assembly of these particles, as has been
proposed for yeast Naf1p (Fatica et al. 2002; Ballarino et al.
2005; Yang et al. 2005).
Conclusions and perspectives
Our results establish that hNaf1 is the human ortholog of
yeast Naf1p and is required for the accumulation of several
box H/ACA snoRNP, scaRNP, and telomerase components
with which it physically, directly or indirectly, interacts.
The finding that hNaf1 can salvage growth of a yeast strain
lacking an NAF1 gene is remarkable given the moderate
overall identity between yeast and human Naf1 (28%
identity, 59% similarity). This emphasizes the notion that
not only the composition and function of mature box
H/ACA RNPs have been conserved between lower and higher
eukaryotes (Pogacˇic et al. 2000; Yang et al. 2000), but also
at least some aspects of the biogenesis of these particles.
Our data also provide further evidence for a kinship
between box H/ACA RNPs and telomerase.
Dyskerin has recently been found associated with an
unspliced pre-mRNA hosting a box H/ACA snoRNA
(Richard et al. 2006). Thus, assembly of human box
H/ACA snoRNPs is initiated very early, either immediately
following or during transcription of pre-mRNAs hosting
box H/ACA snoRNAs. The fact that endogenous hNaf1 is
FIGURE 2. hNaf1 interacts with components of box H/ACA
snoRNPs, box H/ACA scaRNPs, and telomerase. Immunoprecipita-
tions were carried out using purified anti-hNaf1 antibodies (ahNaf1)
or non-immune serum (NIS) and HeLa cell extracts. (A) Western
analysis of hNaf1-associated proteins. After precipitation and wash-
ing, protein A-agarose beads were resuspended in protein denaturing
buffer. Aliquots of the resulting supernatants (lanes 2,3) or 3% of the
corresponding input extract (Input, lane 1) were submitted to SDS-
PAGE and Western analysis as described in Figure 1B. The strong
bands labeled ‘‘IgG’’ correspond to immunoglobulins detached from
the beads during pellet resuspension after the precipitation. (B)
Detection of small RNAs associated with hNaf1. RNAs extracted from
the pellets obtained following precipitation (lanes 2,3) or from an
amount of input extract (Input) corresponding to 3% of that used for
precipitations were analyzed by Northern blot (to detect snRNAs,
snoRNAs, and scaRNAs) as described in the legend of Figure 1C, or
RNase protection to detect hTR.
FIGURE 1. HsQ96HR8 (hNaf1) is the human ortholog of yeast Naf1p. (A) Expression of HsQ96HR8 improves growth of yeast following Naf1p
depletion. Yeast strain GAL::naf1, in which the NAF1 gene is transcribed from the GAL1-10 promoter, was transformed with an empty expression
vector (line empty vector) or derivatives thereof containing wild-type yeast NAF1 (line scNaf1p) or the human HsQ96HR8 gene (line hNaf1)
transcribed from the GAR1 promoter and tagged with the ZZ sequence encoding two IgG-binding domains. The resulting transformed strains
were grown in galactose-containing medium, washed, and grown for a further 24 h in glucose-containing medium. Serial dilutions of samples
from galactose- or glucose-grown cultures were plated on galactose- or glucose-containing plates, respectively. (B) Expression of HsQ96HR8
increases steady-state levels of yeast H/ACA proteins Cbf5p, Gar1p, and Nop10p or (C) steady-state levels of yeast H/ACA snoRNAs, following
depletion of endogenous yeast Naf1p. The transformed GAL::naf1 strains described in A were grown in galactose-containing medium, washed,
and transferred to glucose-containing medium to repress transcription of chromosomal NAF1. Samples from galactose-grown cultures (GAL,
lanes 1,5,9) or from cultures grown for 24 h (lanes 2,6,10), 48 h (lanes 3,7,11), or 72 h (lanes 4,8,12) were collected, from which total proteins (B)
or RNAs (C) were extracted. In panel B, total proteins were subjected to SDS-polyacrylamide gel electrophoresis and transferred to a cellulose
membrane. Specific proteins were detected by enhanced chemiluminescence using antibodies listed in the ‘‘Materials and Methods’’ section. In
panel C, total RNAs were separated by denaturing acrylamide gel electrophoresis and transferred to nylon membranes. Specific RNAs were
detected by hybridization with antisense oligonucleotide probes. Signal intensities were measured by PhosphorImager scanning. Values (indicated
below each lane) are expressed as percentages of the intensities obtained in the case of galactose-grown samples. (D) HsQ96HR8 interacts with
yeast box H/ACA snoRNP proteins. Transformed GAL::naf1 strains expressing the ZZ tag alone (lanes 1,2), tagged yeast Naf1p (lanes 3,4), or
tagged human HsQ96HR8 expressed from the TDH3 promoter (lanes 5,6) were grown in galactose-containing medium, washed, and transferred
to glucose-containing medium for 24 h. Total extracts were prepared and immunoprecipitation experiments were carried out using IgG-
Sepharose beads. After precipitation and washing, beads were resuspended in protein denaturing buffer. Aliquots of the resulting supernatants
(IP, lanes 2,4,6) and 1/20th of the corresponding input extract (Input, lanes 1,3,5) were submitted to SDS-PAGE and Western analysis as
described in B. The upper band detected in lane 4, anti-Nhp2p Western, probably corresponds to a breakdown product of ZZ-tagged yeast Naf1p.
(E) H/ACA snoRNA levels in naf1D cells expressing wild-type yeast Naf1p (lane 1) or human HsQ96HR8 (lane 2) from a plasmid. RNAs were
analyzed as described for panel C.
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predominantly found in discrete nucleoplasmic foci is
consistent with the idea that hNaf1, as was proposed for
yeast Naf1p, is involved in early assembly steps of box
H/ACA RNPs. Whether hNaf1 acts while box H/ACA RNAs
are being transcribed remains an open question: our
attempts to assess by chromatin immunoprecipitation
assays whether hNaf1, like yeast Naf1p (Ballarino et al.
2005; Yang et al. 2005), is present in the immediate vicinity
of box H/ACA snoRNA genes have repeatedly failed,
perhaps for trivial technical reasons. The immunoprecipi-
tation experiments presented in Figure 2 demonstrate that
hNaf1 interacts with box H/ACA snoRNAs and scaRNAs
that have been trimmed to their mature or nearly mature
size, as judged from their mobility on acrylamide gels.
Hence, we surmise that hNaf1 remains associated with box
H/ACA RNAs during most processing steps. At what stage
hNaf1 dissociates from maturing particles remains unclear.
Box H/ACA scaRNAs and hTR accumulate in Cajal bodies
FIGURE 3. hNaf1 is required for normal accumulation of box H/ACA RNP and telomerase components. (A) Western analysis of the
consequences of the reduction of fibrillarin, hNaf1, or dyskerin levels obtained by RNA interference. HeLa cells were mock-transfected (No
siRNA) or transfected with double-stranded siRNAs targeting fibrillarin, hNaf1, or dyskerin mRNAs and grown for 60 h. Total proteins were then
extracted, separated, and analyzed by the Western blot procedure as described in the legend of Figure 1. (B) Fluorescence in situ immunodetection
of hNaf1 (red) and fibrillarin (green) in HeLa cells mock-transfected (No siRNA) or transfected with double-stranded siRNAs targeting hNaf1 or
dyskerin mRNAs. Bar, 10 mm. (C) Analysis of small RNA levels following siRNA treatment. HeLa cells were transfected with siRNAs as described
in A. After 60 h of incubation, total RNAs were extracted. U17, U19, U92, U3, and U6 (acting as an internal control) were then separated and
analyzed by Northern blot, while U13 and hTR were analyzed by RNase protection. U17, U19, and U3, on the one hand, and U92, on the other,
were analyzed on different blots. For both procedures, equal amounts of total RNA were used for all samples. Signal intensities were measured by
PhosphorImager scanning. Values (indicated below each lane) are expressed as percentages of the intensities obtained in the case of mock-
transfected samples (No siRNA).
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(Darzacq et al. 2002; Ja´dy et al. 2004), and some canonical
box H/ACA snoRNAs may transit through Cajal bodies on
their way to the nucleolus (Richard et al. 2003). It is
possible that hNaf1 dissociates from the particles before
they enter Cajal bodies, since we failed to obtain any
convincing evidence for the presence of hNaf1 in these
nucleoplasmic entities. However, the presence of hNaf1
within Cajal bodies may be too transient to be clearly
FIGURE 4. hNaf1 is located in numerous discrete nucleoplasmic foci. Subcellular localization of hNaf1 in HeLa cells. Bar, 10 mm.
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detectable under our experimental conditions. In that
respect, it is interesting to note that only traces of the
endogenous PHAX protein, which is required for routing
box C/D snoRNPs to Cajal bodies, can be detected in these
and only when the box C/D U3 snoRNA is overexpressed
does PHAX become concentrated in Cajal bodies (Boulon
et al. 2004). hNaf1 could not be seen in nucleoli either. In
this case again, we are reluctant to conclude that hNaf1 is
totally excluded from nucleoli, given that some yeast Naf1p
could be detected in the nucleolus by electron microscopy
(Dez et al. 2002). In any case, the observation that hNaf1
fails to accumulate within Cajal bodies or nucleoli is a
strong indication that it is not a permanent component of
mature box H/ACA scaRNPs and snoRNPs.
The biogenesis of human box H/ACA RNPs and telo-
merase is likely to be complex, as has recently been shown
for the mammalian box C/D U3 snoRNP (Boulon et al.
2004; Watkins et al. 2004). In addition to hNaf1, the
Nopp140 protein, which shuttles between cytoplasm, Cajal
bodies, and nucleoli, has been shown to transiently interact
with box H/ACA RNP components (Meier and Blobel
1992; Isaac et al. 1998; Yang et al. 2000). Moreover, the
SMN protein, required for assembly of spliceosomal
snRNPs (Yong et al. 2004) and probably box C/D snoRNPs
also (Watkins et al. 2004) interacts with hGar1 (Pellizzoni
et al. 2001; Whitehead et al. 2002) and with the human
telomerase RNP (Bachand et al. 2002). Surprisingly, a recent
report has shown that the transport adaptor PHAX
interacts with hTR (Boulon et al. 2004). Finally, the Rvb2p
and Shq1p proteins are required for box H/ACA snoRNA
accumulation in yeast (King et al. 2001; Yang et al. 2002),
and both proteins have likely orthologs in human cells. All
of these factors are most probably involved in the assembly
and/or trafficking of human box H/ACA RNPs and
telomerase. Deciphering their roles and determining how
hNaf1 fits in the overall picture is the next challenge in the
field.
MATERIALS AND METHODS
Strains, media, plasmids, and siRNAs
To assess the ability of hNaf1 to complement growth of a yeast
strain depleted of endogenous yeast Naf1p, the GAL::naf1 strain
(Dez et al. 2002) was transformed with plasmids pCH32 (Lebaron
et al. 2005), pCH31, or pCH32-hNaf1, which constitutively
express from the GAR1 promoter the ZZ tag alone or S. cerevisiae
Naf1p or hNaf1, respectively. To obtain pCH31, the S. cerevisiae
NAF1 open reading frame was PCR-amplified using oligonucleo-
tides NterNaf1p (59-CCCCCCAGATCTTATGAGCGATGACTTG
TTTTCTAAG-39) and CterNaf1p (59-CCCCCCAGATCTGCGGT
TCTTGGATCTTGCTGATGCTGA-39). The PCR product was
digested with BglII and inserted into BamHI-cut pCH32, creating
pCH31. pCH32-hNaf1 was obtained as follows: The open reading
frame of hNaf1 was PCR-amplified from the 3,447,276 IMAGE
clone (purchased from the Mammalian Gene Collection) using
oligonucleotides 59hNaf1pHA113 (59-CCCCCCGGATCCTATGG
AGGTAGTGGAGGCCG-39) and 39hNaf1pHA113 (59-CCCCCCG
GATCCGCATAGTAAGGTCCAAAATGA-39). The PCR product
was digested with BamHI and inserted into BamHI-cut pCH32,
creating pCH32-hNaf1. To assess whether hNaf1 can interact with
yeast snoRNP proteins, the GAL::naf1 strain was transformed with
plasmid pFH144, which directs expression of the open reading
frame of hNaf1 from the strong TDH3 promoter. pFH144 was
produced in two steps as follows. The GAR1 promoter in pCH32
was removed by BamHI/EcoRI digestion and replaced by the
TDH3 promoter, digested by the same enzymes, that was obtained
by PCR amplification performed with plasmid pBS2585 (a
generous gift of B. Se´raphin) and oligonucleotides 59TDH3pr1
(59-GGGGGGAATTCAGATTCCTTGATTACGTAAGGGAGTTA
GAATC-39) and 39TDH3pr (59-GGGGGGGATCCTTTGTTTGTT
TATGTGTGTTTATTCGAAACTAAG-39). This procedure gener-
ated plasmid pFH143. In a second step, the open reading frame of
hNaf1, obtained as described above, was digested with BamHI and
inserted into pFH143 digested with the same enzyme, generating
pFH144. To assess whether hNaf1 could salvage growth of a yeast
strain totally devoid of endogenous yeast Naf1p, we proceeded as
follows. An naf1::kanMX4 strain possessing a centromeric plasmid
containing a URA3 marker gene and the wild-type S. cerevisiae
NAF1 gene was transformed with TRP1-containing plasmids
pCH9 or pFH146, directing expression of ZZ-tagged S. cerevisiae
Naf1p or hNaf1, respectively. pCH9 was produced by amplifying
the S. cerevisiae NAF1 open reading frame as described above and
cloning the BglII-digested PCR product into the BamHI site of
pHA113 (Henras et al. 2001). To produce pFH146, the TRP1-
containing 1977-bp HindIII/PciI fragment from pHA113 was
ligated to the 5732-bp HindIII/PciI fragment from pFH144. To
select cells able to survive in the absence of the URA3-containing
plasmid, the transformed naf1::kanMX4 strains were streaked on
minimal medium containing fluoroorotic acid.
S. cerevisiae strains were grown either in YP medium (1% yeast
extract, 1% peptone) supplemented with either 2% galactose and
2% sucrose or 2% glucose as carbon sources. G418 was added
when required at 0.2 mg/mL final concentration. Fluoroorotate-
resistant clones were selected on supplemented yeast nitrogen base
proline medium containing 0.6 g/L fluoroorotic acid (McCusker
and Davis 1991). HeLa cells were grown in DMEM supplemented
with antibiotics, 1% sodium pyruvate, and 10% FCS (all from
Invitrogen). Transfection of double-stranded siRNAs was per-
formed by electroporation as described in Rouquette et al. (2005).
The sequences of the siRNAs (manufactured by Eurogentec) used






CAAAGU-39. The siRNA used to target fibrillarin mRNA was
described in Watkins et al. (2004).
Immunoprecipitations
Immunoprecipitations of ZZ-tagged proteins from yeast extracts
were performed as described in Lebaron et al. (2005), except for
the following modifications: After precipitation, immunoglobulin
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G (IgG)-Sepharose beads (Amersham Pharmacia Biotech) and
associated complexes were washed five times with 1 mL of 20 mM
Tris-HCl (pH 8), 5 mM MgAc, 0.2% Triton X-100, 200 mM KCl,
and 1 mM dithiothreitol (DTT) and then twice with 1 mL of 20 mM
Tris-HCl (pH 8), 5 mM MgAc, 0.2% Triton X-100, 200 mM
NaCl, and 1 mM DTT. After washing, the beads were resuspended
in 50 mL of 100 mM Tris-HCl (pH 8), 4% SDS, 20% glycerol,
0.04% bromophenol blue, and 200 mM DTT. Immunoprecipita-
tion of human proteins was performed as follows: About 202 3
2106 HeLa cells previously washed twice with ice-cold PBS were
sonicated in 50 mM Tris-HCl (pH 7.4), 200 mM NaCl, 0.05%
Nonidet P-40 (NET-2 buffer) containing 0.5 unit/mL RNasin
(Promega), and protease inhibitors (Roche). The extract was then
clarified by centrifugation at 10,000g for 10 min. The supernatant
was incubated for 2 h with protein A agarose beads (Sigma) or IP
beads (Rabbit TrueBlot Set from eBioscience) previously saturated
for 2 h with anti-hNaf1 antibodies or non-immune serum. After
immunoprecipitation, the beads were washed seven times with
20 volumes of NET-2 buffer. For protein analysis, beads were
resuspended in an appropriate volume of 100 mM Tris-HCl (pH 8),
4% SDS, 20% glycerol, 0.04% bromophenol blue, and 200 mM
DTT. For RNA analysis, beads were resuspended in 50 mL of 300 mM
NaCl, 40 mM Tris-HCl (pH 8), and 1.7% SDS containing 60 mg of
proteinase K (Promega). After 30 min at 37°C, RNAs were extracted
with phenol/chloroform and precipitated.
Western analysis
Proteins from total extracts or extracted from immunoprecipi-
tated fractions were separated on 8% or 13% polyacrylamide/SDS
gels and transferred to Hybond-C extra membranes (Amersham
Pharmacia Biotech). Yeast Gar1p, Nhp2p, Nop10p, Nop1p,
ZZ-tagged proteins, and hNop10 were detected as described in
Bousquet-Antonelli et al. (2000), Henras et al. (2001), and Dez
et al. (2002). Yeast Cbf5p was detected using purified antibodies,
diluted 500-fold, raised in rabbits (by Eurogentec) against the
recombinant protein lacking the C-terminal KKE repeats. hNaf1
was detected using purified antibodies diluted 1000-fold that had
been raised in rabbits (by Eurogentec) against the following hNaf1
peptides: H2N-REFTRGFSRARYPRSC-CONH2 and H2N-CPPSS
GDSNSHFGPYY-CONH2. Dyskerin was detected using purified
antibodies diluted 1000-fold that had been raised in rabbits
(by Eurogentec) against the following dyskerin peptide: H2N-
CERDTYPRKWGLGPKASQ-COOH. Fibrillarin was detected
using rabbit polyclonal antibodies raised against the protein from
Xenopus laevis diluted 200-fold, actin using a mouse monoclonal
antibody (Chemicon) diluted 10,000-fold, and CTD Pol II
using the CTD4H8 mouse monoclonal antibody (Upstate) diluted
500-fold.
RNA extractions, Northern hybridizations, and RNase
protection assay
RNA extractions from yeast cells were performed as described by
Tollervey and Mattaj (1987). RNA fractionations by polyacryl-
amide gel electrophoresis were performed as described by Henras
et al. (1998). Small RNAs, except hTR and U13, were analyzed by
Northern hybridization using 32P-labeled oligodeoxynucleotide
probes. Sequences of antisense oligonucleotides used to detect
yeast small RNAs have been reported in Henras et al. (1998, 2001)
and Dez et al. (2002) and to detect human small RNAs in Kiss et al.
(2002) and Ja´dy et al. (2004). Blots were hybridized with 59-end-
labeled oligodeoxynucleotide probes and washed as described by
Henras et al. (1998). hTR and U13 were detected by RNase A/T1
protection assay as described in Goodall et al. (1990).
Fluorescence in situ immunodetection
Cells grown on coverslips were fixed for 15 min at 4°C with 4%
paraformaldehyde in PBS, washed with PBS, and permeabilized
with 0.4% Triton X-100 in PBS. After two washes with PBS, cells
were incubated for 1 h with 1% BSA in PBS, then for 1 h with
primary antibodies in PBS containing 1% BSA. Fibrillarin was
detected using 72B9 mouse monoclonal antibody diluted 200-fold
(provided by J. Steitz), human p80-coilin using a polyclonal rabbit
anti-coilin antibody diluted 400-fold (provided by A. Lamond),
and hNaf1 and CTD Pol II were detected using the antibodies
listed in the ‘‘Western Analysis’’ section above. After three washes
with PBS, cells were incubated for 1 h with anti-rabbit IgG TRITC
conjugates diluted 2000-fold and anti-mouse IgG FITC conjugates
diluted 1000-fold (Sigma). The coverslips were then washed three
times with 13 PBS and then mounted in mowiol/DAPI (0.1 mg/mL).
Images were captured with a 12-bit CoolSnap ES camera (Roper
Scientifics) mounted on a DMRB microscope (Leica) using the
Metavue software (Universal Imaging).
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Nous avons identifié l’orthologue humain de la protéine Naf1p. Sa caractérisation nous 
a permis de mettre en évidence que son mode de fonctionnement est suffisamment proche de 
celui de Naf1p de levure (scNaf1p) pour lui permettre de remplacer scNaf1p dans des tests de 
complémentation.  
Nous avons également mis en évidence que la protéine hNaf1 est requise pour la 
biogenèse de tous les types de RNP H/ACA chez l’homme. Ceci suggère fortement que 
Naf1p intervient à un stade très précoce de la formation de ces particules: à un stade où elles 
n’ont pas encore acquis leur spécificité propre. hNaf1 ne semble pas présente au sein des 
corpuscules de Cajal et des nucléoles ce qui suggère qu’elle se dissocie des particules en 
cours de formation avant leur adressage vers leurs lieux d’action. 
Le groupe de Tomas Meier a également entrepris l’étude de Naf1 chez les 
mammifères. Les résultats qu’ils ont obtenus sont en parfait accord avec les nôtres (Darzacq, 
Kittur et al. 2006). De plus, ils ont mis en évidence que la protéine Naf1 est capable de 
réaliser la navette entre noyau et cytoplasme. Ils ont mis en évidence, au sein de la protéine 
Naf1, un signal de localisation nucléaire (NLS) fonctionnel compris entre les résidus 324-338 
(Kittur, Darzacq et al. 2006). Il a été proposé que Naf1 s’associe dès le cytoplasme avec ses 
partenaires protéiques, par exemple Cbf5p et Nhp2p. Le complexe résultant serait ensuite 
importé dans le noyau afin de s’associer aux ARN H/ACA. L’assemblage de la particule 
achevé, la protéine Naf1 pourrait retourner dans le cytoplasme afin de participer à 





B. Naf1p est requise à une étape précoce de l’assemblage 




Les résultats d’Alessandro Fatica montrant une interaction in vitro entre Naf1p et le 
domaine carboxy-terminal de la grande sous-unité de l’ARN polymérase II suggéraient que 
Naf1p pouvait être présente au niveau des sites de transcription des snoARN H/ACA et ainsi 
interagir in vivo avec la machinerie associée à l’ARN polymérase II.  
Nous avons choisi d’explorer cet aspect de la protéine Naf1p en recherchant dans un 
premier temps toutes les protéines complexées à Naf1p in vivo. La méthode que nous avons 
choisi d’adopter est la purification de type TAP « Tandem Affinity Purification ». Nous avons 
pour cela construit une souche exprimant une forme étiquetée de Naf1p à partir du locus 
chromosomique endogène. Cette protéine Naf1p porte, à l’extrémité carboxy-terminale, 
l’étiquette CBP-tev-ZZ où CBP correspond au peptide de liaison à la calmoduline, Tev à un 
site de clivage par la protéase Tev et enfin ZZ correspond à deux sites de liaison aux IgG de la 
protéine A de Staphylococcus aureus. Nous avons purifié les complexes associés à Naf1p-
CBP-tev-ZZ sur une colonne d’IgG-sépharose puis sur une colonne de calmoduline. Les 
complexes ainsi purifiés ont été séparés sur SDS-PAGE puis leurs composants identifiés par 
spectrométrie de masse en collaboration avec Carine Froment du laboratoire de Bernard 
Monsarrat (IPBS, Toulouse). De façon intéressante, nous avons mis en évidence que Naf1p 
est associée, entre autre, avec 3 facteurs du complexe de transcription polymérase II: Spt16p, 
Sub1p et Tfg1p. En revanche, nous n’avons pas retrouvé l’ARN polymérase II.  
Afin de tester l’hypothèse selon laquelle l’interaction entre Naf1p et la machinerie 
associée à l’ARN polymérase II traduirait le fait que Naf1p est présente au niveau des sites de 
transcription des snoARN H/ACA, nous avons entrepris de tester par immunoprecipitation de 
chromatine (ChIP, «Chromatine ImmunoPrecipitation») l’association de Naf1p avec la 
chromatine, en collaboration avec Pok Kwan Yang de l’équipe de Guillaume Chanfreau 
(UCLA, Los Angeles). Nous avons mis en évidence que Naf1p est spécifiquement localisée à 
proximité de la chromatine contenant des gènes codant les snoARN H/ACA. Cette 
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localisation de Naf1p nécessite absolument une transcription active et la présence d’un 
domaine H/ACA au sein de la région transcrite. De plus, nous avons montré que Cbf5p est 















« Cotranscriptional Recruitment of the Peudouridylsynthetase Cbf5p and 
the RNA Binding Protein Naf1p during H/ACA snoRNP Assembly » 
 
Pok Kwan Yang, Coralie Hoareau, Carine Froment, Bernard Monsarrat, Yves Henry, 
and Guillaume Chanfreau 
 
MOLECULAR AND CELLULAR BIOLOGY, Apr. 2005, p. 3295–3304 Vol. 25, No. 8 
 76 

MOLECULAR AND CELLULAR BIOLOGY, Apr. 2005, p. 3295–3304 Vol. 25, No. 8
0270-7306/05/$08.000 doi:10.1128/MCB.25.8.3295–3304.2005
Copyright © 2005, American Society for Microbiology. All Rights Reserved.
Cotranscriptional Recruitment of the Pseudouridylsynthetase Cbf5p
and of the RNA Binding Protein Naf1p during H/ACA
snoRNP Assembly
Pok Kwan Yang,1 Coralie Hoareau,2 Carine Froment,3 Bernard Monsarrat,3 Yves Henry,2
and Guillaume Chanfreau1*
Department of Chemistry and Biochemistry and Molecular Biology Institute, UCLA, Los Angeles, California,1 and
Laboratoire de Biologie Mole´culaire Eucaryote, UMR5099 CNRS-Universite´ Paul Sabatier,2 and Plate-forme
prote´omique, Institut de Pharmacologie et de Biologie Structurale (CNRS UMR 5089),3 Toulouse, France
Received 13 December 2004/Returned for modification 14 January 2005/Accepted 19 January 2005
H/ACA small nucleolar ribonucleoprotein particles (snoRNPs) are essential for the maturation and
pseudouridylation of the precursor of rRNAs and other stable RNAs. Although the RNA and protein compo-
nents of these RNPs have been identified, the mechanisms by which they are assembled in vivo are poorly
understood. Here we show that the RNA binding protein Naf1p, which is required for H/ACA snoRNPs
stability, associates with RNA polymerase II-associated proteins Spt16p, Tfg1p, and Sub1p and with H/ACA
snoRNP proteins. Chromatin immunoprecipitation experiments show that Naf1p and the pseudouridylsyn-
thetase Cbf5p cross-link specifically with the chromatin of H/ACA small nucleolar RNA (snoRNA) genes.
Naf1p and Cbf5p cross-link predominantly with the 3 end of these genes, in a pattern similar to that observed
for transcription elongation factor Spt16p. Cross-linking of Naf1p to H/ACA snoRNA genes requires active
transcription and intact H/ACA snoRNA sequences but does not require the RNA polymerase II CTD kinase
Ctk1p. These results suggest that Naf1p and Cbf5p are recruited in a cotranscriptional manner during H/ACA
snoRNP assembly, possibly by binding to the nascent H/ACA snoRNA transcript during elongation or termi-
nation of transcription of H/ACA snoRNA genes.
Small nucleolar ribonucleoprotein particles (snoRNPs) have
essential functions in many gene expression pathways. Most of
these particles are required either for rRNA processing or for
site-specific modification of nucleotides of the 35S pre-rRNA
precursor and of other noncoding RNAs (4, 9, 27). A few
snoRNPs are necessary for cleavage of the 35S, but the ma-
jority of them guide modifications of the bases or of the sugar
phosphate backbone within the 35S (49). snoRNPs are made
of the association of a small nucleolar RNA (snoRNA) with
several snoRNP proteins. These particles are classified into
two major structural families, according to the specific RNA
motifs present in the snoRNA. These two families of snoRNPs
perform different cellular functions. Box C/D motifs are
present in snoRNAs that guide the methylation of the 2-
hydroxyl groups of the ribose moiety of some nucleotides in the
35S rRNA precursor (20). The box H and ACA motifs are
found in snoRNAs that guide the pseudouridylation of nucle-
otides of the rRNA precursor or of other transcripts and in
other stable RNAs such as the RNA component of vertebrate
telomerase (20).
Box H/ACA snoRNPs contain four core proteins, Gar1p,
Nhp2p, Nop10p, and Cbf5p, which is likely to be responsible
for the pseudouridylsynthetase catalytic activity (4, 6, 18, 34).
These proteins are strongly conserved from yeast to mammals
(12) and have the same names, with the exception of rat Nap57
and human dyskerin, which are the mammalian homologues of
Cbf5p (37). Dyskerin has been the focus of intense genetic
investigation, as mutations in the human gene encoding this
protein have been linked to dyskeratosis congenita, an X-
linked genetic disease with a predisposition to gastrointestinal
cancers (16, 38, 39, 45).
The biogenesis of box H/ACA snoRNPs begins with the
transcription and processing of the H/ACA snoRNAs. Most
yeast H/ACA snoRNAs are generated from independent tran-
scription units, while metazoan H/ACA snoRNAs are present
within the introns of mRNA genes and are processed from the
excised introns after splicing (5, 28, 29). Most independently
transcribed yeast box H/ACA snoRNAs are processed at the 3
end by a complex that includes the Nrd1p and Sen1p proteins,
presumably associated with RNA polymerase II (46). The
packaging of box H/ACA snoRNAs into snoRNPs possibly
occurs at an early stage of biogenesis, since 5-unprocessed
snoRNA precursors accumulation requires the presence of box
H/ACA snoRNP proteins (18). However, it is not known when
these proteins bind to the RNA during the biogenesis process.
After or during the course of their maturation, the snoRNAs
are targeted to the Cajal bodies, also named coiled bodies,
where it is thought that some of the snoRNP assembly pro-
cesses will occur (reviewed in reference 14). snoRNPs are then
targeted to the nucleolus to function in rRNA processing
and/or modification. Some RNPs remain in the Cajal bodies to
guide the modifications of small nuclear RNAs (24, 43).
In an effort to understand the biogenesis pathway of box
H/ACA snoRNPs, several studies have investigated the recon-
stitution of these particles in vitro or the RNA binding prop-
erties of their constituent proteins (12, 17, 19, 50). These stud-
ies have partially identified the RNA motifs and protein
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domains or amino acids required for the association of the
snoRNP proteins with the box H/ACA snoRNAs in vitro.
However, little is known about the process by which the RNA
and the protein components become assembled into mature
snoRNPs in vivo. While reconstitution assays provide valuable
tools to understand the molecular details of RNA-protein and
protein-protein interactions, these studies do not provide an
understanding of the dynamics of the association between
RNA and proteins in vivo in the context of other cellular
processes such as transcription and nuclear import and export.
Some trans-acting factors have been identified as putative
H/ACA snoRNP assembly factors in vivo. A predicted RNA
helicase was identified as important for biogenesis of both box
C/D and H/ACA yeast snoRNAs (26). The Naf1p and Shq1p
proteins have been suggested to function as yeast H/ACA
snoRNP assembly factors (11, 13, 51). These essential proteins
are connected to H/ACA snoRNP proteins Nhp2p and Cbf5p
by a network of interactions on the basis of genomic two-hybrid
studies (23) and proteomics studies, which showed that both
Naf1p and Shq1p copurify with overexpressed Flag-tagged
Cbf5p (22). Depletion of Naf1p or Shq1p leads to the desta-
bilization of all H/ACA snoRNAs, and the absence of Naf1p
also results in the depletion of some of the H/ACA snoRNP
proteins, including Cbf5p (11, 13, 51). Shq1p and Naf1p are
not integral components of mature box H/ACA snoRNPs,
even though Naf1p shows a weak association with mature
H/ACA snoRNAs in vivo (11, 13, 51). Shq1p and Naf1p are
nucleoplasmic proteins (51), with Naf1p showing a minor nu-
cleolar localization (11). Sequence analysis of Naf1p yielded a
few clues regarding its potential functions. Naf1p contains a
putative RNA binding domain (RBD) similar to that of the box
H/ACA snoRNP protein Gar1p (3) and several regions of
homology with the snoRNA 3-processing factor–termination
factor Nrd1p (46). Consistent with the presence of the RBD,
Naf1p displays RNA binding activity in vitro (13). This activity
is somehow specific to H/ACA snoRNAs; although Naf1p
binds to a variety of RNA molecules in vitro, Naf1p-H/ACA
RNA complexes cannot be competed away by U6 snRNA or
other, unrelated molecules (13; C. Hoareau and Y. Henry,
unpublished data). Naf1p is linked to the polymerase II tran-
scriptional machinery, as shown by an interaction with the
carboxy-terminal domain of RNA polymerase II (CTD) by
two-hybrid analysis and in vitro pull-down experiments from
yeast extracts (13). Interestingly, the in vitro interaction be-
tween Naf1p and the CTD is observed when the CTD has been
phosphorylated (13). Both Shq1p and Naf1p have putative
orthologs in higher eukaryotes (11, 13, 51), suggesting that
their function might be conserved across eukaryotes. Despite
these observations, the precise function of Naf1p and Shq1p in
the biogenesis process of H/ACA snoRNPs is unknown. In this
study, we have investigated the role of Naf1p in H/ACA
snoRNP assembly in vivo. We found that Naf1p interacts with
RNA polymerase II components and with snoRNP proteins
and that it associates specifically with H/ACA snoRNA genes.
The pseudouridylsynthetase Cbf5p is also found associated
with H/ACA snoRNA genes. Our results suggest a functional
model of snoRNP assembly in which the early stages of assem-
bly are cotranscriptional and begin with the recruitment of
Cbf5p and RNA binding protein Naf1p by the snoRNA sub-
strate.
MATERIALS AND METHODS
Yeast strains. Tandem affinity purification (TAP)-tagged strains were pur-
chased from Open Biosystems or constructed by homologous recombination
(44). All of the strains used for chromatin immunoprecipitation (ChIP) experi-
ments were TAP tagged at the C terminus of the corresponding proteins, except
for Nhp2p, for which an Nhp2p-ZZ-tagged strain was used (17). The ctk1 strain
was purchased from Open Biosystems, and a TAP tag was introduced into this
strain as previously described (44). Insertion of a galactose-driven promoter in
front of the SNR32 snoRNA sequence was performed by homologous recombi-
nation with the cassette described in reference 35. Deletion of the SNR44
sequence within the chromosomal RPS22B gene in the Naf1-TAP-tagged strain
was performed by a two-step homologous recombination method known as the
delitto perfetto method (47).
TAP tag purification. Naf1p-TAP and associated proteins were purified from
extracts prepared from 4 liters of yeast cells grown in YPD medium (1% yeast
extract, 1% peptone, 2% glucose) to an optical density at 600 nm of 0.6. Cells
frozen in liquid nitrogen were broken with dry ice in a kitchen blender (Oster-
izer). The broken cell powder was resuspended in 10 ml of A200 buffer (20 mM
Tris-HCl [pH 8.0], 5 mM MgCl2, 0.2% Triton X-100, 200 mM KCl, 1 mM
dithiothreitol) containing 0.5 U of RNasin (Promega) per l and protease and
phosphatase inhibitors. Extracts were clarified by centrifugation in a Beckman
Ti-50.2 rotor at 4°C for 15 min at 25,000 rpm. The supernatant was mixed for 2 h
at 4°C on a shaking table with 200 l of immunoglobulin G (IgG)-Sepharose
beads (Pharmacia) previously equilibrated with A200 buffer. After binding, IgG-
Sepharose beads were washed with 80 ml of A200 buffer, followed by 30 ml of
TEV protease cleavage buffer (10 mM Tris-HCl [pH 8.0], 1 mM dithiothreitol,
0.1% NP-40, 150 mM NaCl, 0.5 mM EDTA). The beads were then incubated for
2 h at 16°C with 100 U of TEV protease (Invitrogen) in 1 ml of TEV cleavage
buffer. Eluted material was mixed with 6 l of 1 M CaCl2, 1.2 l of 1 M Mg
acetate (MgAc), and 1.2 l of 1 M imidazole and incubated for 1 h at 4°C with
200 l of calmodulin beads (Pharmacia) previously equilibrated with calmodulin
binding buffer (10 mM Tris-HCl [pH 8.0], 10 mM -mercaptoethanol, 0.1%
NP-40, 150 mM NaCl, 1 mM MgAc, 2 mM CaCl2, 1 mM imidazole). The beads
were then washed with 40 ml of calmodulin binding buffer. The purified protein
complexes were eluted from the calmodulin beads with six 200-l aliquots of
calmodulin elution buffer (10 mM Tris-HCl [pH 8.0], 0.1% NP-40, 150 mM
NaCl, 1 mM MgAc, 2 mM EGTA, 1 mM imidazole). The eluted proteins were
precipitated with trichloroacetic acid, separated by sodium dodecyl sulfate
(SDS)-polyacrylamide gel electrophoresis, and identified by mass spectrometry
as previously described (10).
ChIPs. ChIPs were performed as previously described (31), with minor mod-
ifications. The buffers used are described in reference 31. A 100-ml volume of
cells was grown to an optical density of 0.4 to 0.5. Formaldehyde was added to a
final concentration of 1%, and cells were cross-linked for 20 min at 25°C with
shaking. The cross-linking reaction was quenched with glycine for 5 min at 25°C.
Cells were then washed twice with Tris-buffered saline and once with FA150 lysis
buffer. Cell extract was prepared by breaking the cells with glass beads in lysis
buffer for 40 min. Extract was collected and centrifuged at 200,000  g with a
Beckman SW50.1 rotor. The pellet was resuspended in 800 l of lysis buffer and
sonicated to obtain DNA fragments of around 100 to 1,000 bp as analyzed with
ethidium-stained agarose gel. Immunoprecipitation of TAP-tagged or ZZ-tagged
protein was done overnight at 4°C with IgG beads. The reverse cross-linking
procedure was carried out at 65°C overnight. Isolation of chromatin was done by
phenol-chloroform extraction and ethanol precipitation. A list of the primers
used for snoRNA gene amplification is available upon request. For each ChIP
experiment, PCR samples were taken at various cycles from the input extracts or
the immunoprecipitates to ensure that PCR samples were in the linear range.
32P-labeled PCR products were loaded onto acrylamide gels, and the products
were quantitated with a PhosphorImager.
RESULTS
H/ACA snoRNP proteins and RNA polymerase II-associated
proteins copurify with Naf1p. To gain further insights into the
functions of Naf1p in box H/ACA snoRNP biogenesis, we
purified Naf1p from whole-cell extracts by the TAP method
(44). Extracts were prepared from a yeast strain expressing
Naf1p-TAP from the endogenous locus. Naf1p-TAP and asso-
ciated proteins were purified, fractionated by SDS-polyacryl-
amide gel electrophoresis, and stained with Coomassie blue
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(Fig. 1). Proteins present in stained bands were then identified
by mass spectrometry (Fig. 1). The predominant bands ob-
served on this gel contained Naf1p (Fig. 1, band 8) and a
degradation product of Naf1p (contained in band 9). Several
minor bands correspond to factors very frequently found in
large-scale TAPs, such as ribosomal proteins, protein chaper-
ones, and translation factors (14a). Hence, their detection may
not reflect a specific association with Naf1p. More interest-
ingly, we identified all four H/ACA snoRNP proteins in the
purified fractions, as well as several components of preriboso-
mal particles. Cbf5p, the H/ACA snoRNP pseudouridylsyn-
thetase, was identified in band 9 in a mixture with degradation
products of Naf1p. While previous results suggest that Naf1p
and Shq1p interact in vivo (23, 51), we did not find Shq1p in
the Naf1p purification result. This negative result may be due
to a lack of detection of Shq1p by mass spectrometry or to the
fact that the Naf1p-Shq1p interaction may not resist the TAP
tag purification procedure. To our surprise, three RNA poly-
merase II-associated proteins were also found in the purified
fractions, namely, Spt16p, Sub1p, and Tfg1p. Unlike many of
the less abundant proteins pulled down with Naf1p-TAP,
Spt16p, Sub1p, and Tfg1p do not feature among the frequently
observed “contaminant” proteins in large-scale TAP experi-
ments. Spt16p is part of the yeast homologue of the human
FACT complex and is important for linking transcriptional
initiation to elongation (25, 32, 36). The Sub1p protein has
been involved in linking transcription initiation, 3-end pro-
cessing, and termination (2, 7, 15, 30). Tfg1p is part of the
general transcription factor TFIIF, which is involved in tran-
scriptional initiation and elongation (32, 48). The association
of Naf1p and H/ACA snoRNP-related proteins with the RNA
polymerase II machinery, while surprising, is in agreement with
recent observations linking Cbf5p and the transcriptional ma-
chinery. Cbf5p was found associated with Rtf1p, a member of
the Paf1 complex involved in transcriptional elongation, which
itself interacts with Spt16p (33). Furthermore, Cbf5p was re-
cently shown to interact with the phosphorylated RNA poly-
merase II CTD (42). It is possible that the interaction among
Naf1p, Cbf5p, and these transcription factors detected by our
TAP tag purification is indirect, through multiple protein com-
plexes. However, our proteomic approach reveals that H/ACA
snoRNP proteins copurify with Naf1p and, taken together with
recent results from other studies, suggest functional links
among Naf1p, Cbf5p, and the actively transcribed chromatin.
Naf1p and Cbf5p cross-link specifically with H/ACA
snoRNA genes. The copurification of RNA polymerase II fac-
tors with Naf1p and the requirement of Naf1p for the stability
of H/ACA snoRNAs suggested that Naf1p might be associated
with transcriptional complexes at H/ACA snoRNA genes. This
hypothesis is consistent with previous results suggesting an
association between Naf1p and the phosphorylated CTD of
RNA polymerase II (13). The association of Cbf5p with the
phosphorylated polymerase II CTD (42) and its association
with the Paf1 complex (33) also suggested a link between
Cbf5p and the actively transcribed chromatin at H/ACA
snoRNA genes. To test whether Naf1p and/or Cbf5p are as-
sociated with the chromatin of snoRNA genes, we performed
ChIP with Naf1-TAP- or Cbf5-TAP-tagged strains and tested
the association of Naf1p and Cbf5p with various regions of an
H/ACA snoRNA gene, SNR32. The sequence encoding the
TAP tags is present at the 3 ends of the chromosomal loci
encoding these proteins. Therefore, the genes coding for these
proteins are expressed from their natural promoters in a nor-
mal chromosomal context. ChIP, followed by PCR amplifica-
tion, showed that Naf1p and Cbf5p are enriched at the chro-
matin of the snR32 gene (Fig. 2A and B). This association is
specific, as it was not observed with the untagged strain. Sur-
prisingly, Naf1p and Cbf5p cross-linked more efficiently to the
middle and downstream regions of the SNR32 gene (Fig. 2,
regions B and C) than to the promoter region (Fig. 2, region
A). This result suggests that Naf1p and Cbf5p associate with
the SNR32 gene during or immediately after transcription
elongation rather than during transcription initiation. We per-
formed similar ChIP experiments with the other core box
H/ACA snoRNP proteins Gar1p, Nhp2p, and Nop10p; the
H/ACA assembly factor Shq1p; and the three proteins identi-
fied by our TAP tag purification, Spt16p, Tfg1p, and Sub1p. In
contrast to Naf1p and Cbf5p, Shq1p does not show a significant
association with SNR32. Thus, it is likely that the described
interaction between Naf1p and Shq1p does not occur when
Naf1p is associated with the chromatin. Gar1p, Nhp2p, and
Nop10p showed a weak association with this locus, only two-
fold above the background. Given the low enrichment ob-
served for these proteins, we do not know whether they are
significantly present at the chromatin of the SNR32 gene. This
low enrichment cannot be attributed to inefficient immunopre-
cipitation of the corresponding proteins, as we consistently
observed immunoprecipitation efficiencies for these proteins
comparable to or better than the efficiency observed for Cbf5p
(data not shown). We note, however, that the same gradient of
association toward the 3 end of the gene can be observed for
the core snoRNP proteins. Spt16p was highly enriched
throughout the SNR32 gene, while Sub1p and Tfg1p showed a
FIG. 1. Copurification of Naf1p with H/ACA snoRNP proteins and
RNA polymerase II-associated proteins. Shown is a Coomassie-stained
SDS gel obtained after two-step TAP tag purification from a Naf1-
TAP-tagged strain or from an untagged strain. Proteins identified by
mass spectrometry are indicated. Also shown are the eluate obtained
from an untagged strain and mass markers.
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higher enrichment toward the promoter regions (probe A).
The enrichment profile observed for these proteins in various
regions of the SNR32 H/ACA snoRNA gene is consistent with
previously published studies on mRNA genes (15, 25, 32).
To ensure that the association of Naf1p and Cbf5p with the
chromatin is not restricted to the SNR32 snoRNA gene, we
performed ChIP experiments and probed for the presence of
Naf1p, Cbf5p, Nhp2p, Nop10p, Gar1p, Shq1p, Spt16p, Tfg1p,
and Sub1p on four additional H/ACA snoRNA genes, SNR3,
SNR30, SNR37, and SNR42 (Fig. 3). To control for the spec-
ificity of the association of Naf1p and Cbf5p with H/ACA
snoRNA genes, we also investigated the presence of these
FIG. 2. Naf1p, Cbf5p, and transcription factors Spt16p, Sub1p, and Tfg1p cross-link in vivo with SNR32, a box H/ACA snoRNA gene.
(A) Schematic diagram of box H/ACA snoRNA gene SNR32 and ChIP analysis of Untagged (a wild-type strain with no tagged proteins; UT);
H/ACA-related proteins Shq1p, Naf1p, Cbf5p, Nhp2p, Gar1p, and Nop10p; and the transcription factors Spt16p, Sub1p, and Tfg1p on the SNR32
gene. The mature sequence of the gene is represented by a gray box. Bars above the gene show the positions of the PCR products used in the ChIP
experiments. Numbers above the bars indicate the exact positions of the PCR products relative to the mature sequence of the snoRNA gene. The
lower part of the panel represents PCR products obtained from the precipitated chromatins, while the upper part of the panel represents the PCR
products obtained from the total input chromatin prior to precipitation. The upper band in each lane is the PCR product for SNR32, with the
positions of the amplified region indicated by letters corresponding to those in the diagram at the top. The lower band (marked by an asterisk)
is the PCR product for a telomeric (nontranscribed) region that acts as a negative control for the background. IP, immunoprecipitation.
(B) Quantification of the ChIP experiments for SNR32. The y axis represents the level of enrichment for each region of the SNR32 gene for each
protein and relative to the telomeric region. A ratio of 1 indicates the signal for background association observed in the untagged strain. The level
of enrichment of Naf1, Cbf5, Nhp2, Gar1, and Nop10 to various regions of SNR32 is the average of three independent experiments. The level of
enrichment of Spt16, Sub1p, and Tfg1 is the average of two independent experiments.
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FIG. 3. Naf1p and Cbf5p cross-link to the chromatin of H/ACA snoRNA genes and are enriched in their 3 regions. Shown are quantifications
of the ChIP results obtained with H/ACA snoRNA genes. On the left side are schematic diagrams of the box H/ACA snoRNA gene analyzed, with
the bars (lettered A, B, and C) above the gene indicating the regions chosen for PCR amplification. On the right is the quantification of the ChIP
results for each protein in various regions of each gene. The level of enrichment of Naf1p, Cbf5p, Nhp2p, Gar1p, and Nop10p is the average of
three independent experiments. The level of enrichment of Spt16p, Sub1p, and Tfg1p is the average of two independent experiments. UT,
untagged.
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proteins at the chromatin of four box C/D snoRNA genes,
SNR39, SNR45, SNR50, and SNR63 (Fig. 4). Because of space
limitation, only the quantifications of the ChIP assays are
shown. These experiments revealed that Naf1p and Cbf5p are
present in the vicinity of all of the H/ACA snoRNA genes
tested and that the same gradient of enrichment can be ob-
served toward the 3 end of all H/ACA snoRNA genes. In
contrast, no strong enrichment was observed for most of the
box C/D snoRNA genes tested (Fig. 4). A slightly higher en-
richment was observed for SNR39 (Fig. 4), but for most C/D
snoRNA genes, the enrichments observed were close to back-
ground levels, suggesting that Naf1p and Cbf5p associate spe-
cifically with H/ACA snoRNA genes. As observed previously
for the SNR32 gene, Nhp2p, Gar1p, and Nop10p showed only
marginal or no enrichment, which could not be attributed to a
low immunoprecipitation efficiency (see above). In contrast,
Spt16p, Tfg1p, and Sub1p were found associated with all of the
H/ACA and C/D snoRNA genes tested (Fig. 3 and 4). Spt16p
was found sometimes enriched toward the 3 end (SNR37,
SNR42), in a pattern similar to that of Naf1p and Cbf5p, while
Sub1p and Tfg1p were predominantly associated with the pro-
moter regions. The pattern of cross-linking of these RNA
polymerase II-associated proteins with both types of snoRNA
genes is consistent with previously published ChIP profiles for
mRNA genes and supports a general role for these factors in
RNA polymerase II transcription. Overall, these results dem-
onstrate that Naf1p and the H/ACA pseudouridylsynthetase
Cbf5p are present near the chromatin of box H/ACA snoRNA
genes, particularly at the 3 end. This suggests that the assem-
bly of the snoRNP begins during transcription elongation or
transcription termination of the snoRNA genes.
Cross-linking of Naf1p to the chromatin of H/ACA snoRNA
genes requires active transcription but is independent of
Ctk1p. To test whether transcription is required for Naf1p
association with H/ACA snoRNA genes, we replaced the en-
dogenous SNR32 gene promoter with a galactose-inducible
promoter (GAL::SNR32) by homologous recombination (35).
We then tested the association of Naf1p with the SNR32 gene
by ChIP in the GAL::SNR32/NAF1-TAP strain. ChIP experi-
ments were performed on this strain grown in the presence of
galactose, when transcription of SNR32 is active, and then
shifted to a medium containing glucose to repress transcription
of the SNR32 gene. The same experiment was performed in the
context of the SNR32 endogenous promoter (SNR32 on Fig.
5A) in order to monitor the effects of the carbon source on the
association of Naf1p with the normal gene. This experiment
showed that the association of Naf1p with the GAL::SNR32
gene was reduced to background levels when the cells were
shifted from galactose to glucose (Fig. 5A), indicating that
transcription is required for Naf1p recruitment. We also note
that the association of Naf1p with box H/ACA snoRNA genes
(SNR3 and SNR32) under the control of their natural promot-
ers is weaker in the presence of galactose than in the presence
of glucose. This suggests that H/ACA snoRNA genes are more
actively transcribed in glucose than in galactose and that the
level of association of Naf1p as monitored by ChIP reflects the
levels of transcription. Overall, these experiments demonstrate
that the association of Naf1p with the H/ACA snoRNA genes
requires active transcription.
Previous reports have shown that Naf1p associates prefer-
entially with the phosphorylated CTD in vitro (13), suggesting
that Naf1p may associate with the phosphorylated CTD in
vivo. Ctk1p is the protein kinase involved in phosphorylating
the C-terminal domain of RNA polymerase II at serine 2 of the
FIG. 4. Naf1p and Cbf5p do not cross-link to the chromatin of C/D
snoRNA genes. Shown are quantifications of the ChIP of C/D
snoRNA genes and the schematic diagram of each box C/D snoRNA
gene with the various regions tested by ChIP. The number of inde-
pendent experiments is the same as in Fig. 3. UT, untagged.
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CTD repeats, and this phosphorylation event is a hallmark of
late transcriptional elongation (31). The requirement for active
transcription and the gradient of association of Naf1p with the
downstream regions of H/ACA snoRNA genes suggested that
Naf1p associates with H/ACA snoRNA genes in the context of
the elongating RNA polymerase. To investigate if Naf1p asso-
ciation with H/ACA snoRNA genes requires phosphorylation
of the CTD at serine 2, we performed ChIP experiments on
Naf1p in a ctk1 strain. Deletion of the gene encoding Ctk1p
has been shown to abolish recruitment of mRNA 3-end pro-
cessing factors (1). If Naf1p associates with the phosphorylated
CTD during transcriptional elongation similarly to mRNA 3-
end processing factors, one might expect that depletion of
Ctk1p would inhibit recruitment of Naf1p. ChIP experiments
in a ctk1 deletion background showed that Ctk1p is not re-
quired for Naf1p association with H/ACA snoRNA genes (Fig.
5B), suggesting that phosphorylation of the CTD at serine 2 is
not a prerequisite for association of Naf1p. This result is rem-
iniscent of data obtained with some RNA polymerase II elon-
gation factors, in particular Spt16p, which are not dependent
upon Ctk1p for their association with the chromatin of mRNA
genes (1).
Association of Naf1p with box H/ACA snoRNA genes re-
quires an intact H/ACA snoRNA sequence. The previous re-
sults showed that transcription is required for association of
Naf1p with the H/ACA snoRNA genes. This requirement
could be explained either by the recruitment of Naf1p to the
transcribed snoRNA genes through an interaction with the
transcribing RNA polymerase II machinery or by a recruitment
of Naf1p through a direct interaction with the nascent H/ACA
snoRNA transcript. The former hypothesis is consistent with
the interaction between Naf1p and the CTD of RNA polymer-
ase II observed in vivo by two-hybrid analysis and in vitro by
glutathione S-transferase pull-down assays (13). It is also con-
sistent with the observed copurification of Spt16p with Naf1p
(Fig. 1). The latter model is consistent with the RNA binding
properties of Naf1p (13). If Naf1p was recruited by the RNA
transcript, one would expect that deletion of the H/ACA
snoRNA sequence would inhibit the recruitment of Naf1p to
the chromatin. However, such an experiment is problematic. In
the case of independently transcribed snoRNA genes, deletion
of the H/ACA snoRNA sequence would result in the deletion
of almost the entire transcription unit, prohibiting any conclu-
sion with respect to the role of the RNA. To circumvent this
problem, we decided to investigate the association of Naf1p
with the gene encoding the snR44 H/ACA snoRNA. In con-
trast to independently transcribed snoRNAs, snR44 is encoded
within the second intron of the RPS22B gene (Fig. 6A) (8).
Therefore, deletion of the snR44 snoRNA sequence in the
RPS22B long transcription unit is not expected to affect tran-
scription. We deleted the SNR44 sequence from the chromo-
somal RPS22B locus in the Naf1-TAP-tagged strain by delitto
perfetto (Fig. 6A) (47). Northern analysis showed that the
steady-state levels of the RPS22B mRNA were similar in a
wild-type strain and in the snr44 deletion strains (data not
shown), suggesting that deletion of the SNR44 sequence does
not perturb the levels of transcription of the RPS22B gene. We
then investigated the association of Naf1p with the RPS22B
transcription unit by ChIP in strains containing the normal
RPS22B gene or containing the RPS22B gene lacking the
SNR44 intronic snoRNA sequence (44). This experiment
showed that Naf1p is associated with the chromatin of the
RPS22B wild-type gene and that a 5 3 3 gradient of enrich-
ment can be observed, with the strongest enrichment observed
immediately after the SNR44 snoRNA sequence (Fig. 6B).
This cross-linking profile is consistent with the results that we
obtained for independently transcribed snoRNA genes (Fig. 2
and 3). This result shows that Naf1p associates with H/ACA
snoRNA genes, regardless of whether the snoRNAs are inde-
FIG. 5. Cross-linking of Naf1p to H/ACA snoRNA genes requires
active transcription but does not require the CTD kinase Ctk1p.
(A) Quantification of the ChIP results upon transcriptional repression
of the SNR32 gene. Expression of SNR32 was placed under the control
of a galactose-inducible promoter (Gal promoter) 30 bp upstream of
the mature sequence, as indicated in the schematic diagram. Naf1p-
TAP SNR32 (SNR32 under the control of it endogenous promoter),
and Naf1p-TAP GAL::SNR32 strains were grown in galactose-contain-
ing medium (Gal) and then shifted to glucose-containing medium
(Glu). For Naf1p-TAP SNR32, ChIP experiments were done with cells
grown in galactose-containing medium 6 h after a shift to glucose-
containing medium. For Naf1p-TAP GAL::SNR32, ChIP experiments
were done with cells grown in galactose-containing medium and cells
shifted to glucose-containing medium for 2 and 6 h. The left bar graph
indicates the enrichment level of Naf1p for the SNR32 gene in the two
strains in various media. The right bar graph indicates the enrichment
level of Naf1p for the SNR3 gene, which is under the control of its
endogenous promoter. (B) Quantification of the ChIP results of
Naf1p-TAP strains containing (CTK1) or lacking (ctk1) Ctk1p. The
graph indicates the level of enrichment for various regions of three box
H/ACA snoRNA genes, SNR3, SNR30, and SNR32.
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pendently transcribed or intron encoded. In contrast, the cross-
linking of Naf1p with the RPS22B gene was reduced to back-
ground levels when the SNR44 sequence was deleted (Fig. 6B).
This result strongly suggests that the binding of the RNA by
Naf1p mediates the association of Naf1p with the chromatin of
H/ACA snoRNA genes and that the H/ACA RNA plays a
major role in the cotranscriptional recruitment of Naf1p. To
further investigate this finding, we performed ChIP assays and
treated the extract after cross-linking but prior to immunopre-
cipitation with RNase A. RNase treatment had no effect on
Naf1p association with H/ACA snoRNA genes (data not
shown). However, this negative result does not show that the
snoRNAs are not responsible for the recruitment of Naf1p.
Formaldehyde addition results in the formation of protein-
protein and protein-DNA cross-links. Therefore, recruitment
of Naf1p to the chromatin by the nascent snoRNAs could
result in covalent cross-linking of Naf1p to chromatin proteins
and to the DNA that cannot be removed by RNase treatment.
DISCUSSION
In this study, we have shown that Naf1p and the H/ACA
snoRNP pseudouridylsynthetase Cbf5p can be cross-linked to
the 3 region of H/ACA snoRNA genes (Fig. 2 and 3). More-
over, H/ACA snoRNP proteins and the RNA polymerase II
factors Spt16p, Tfg1p, and Sub1p copurify with Naf1p (Fig. 1).
These data support a model of cotranscriptional assembly of
H/ACA snoRNPs. Given the ChIP data obtained for Cbf5p
and the interaction between Naf1p and Cbf5p, Naf1p may be
responsible for recruiting Cbf5p to the vicinity of the nascent
H/ACA snoRNA transcripts. We could not test a direct role
for Naf1p in Cbf5p recruitment to the chromatin, since deple-
tion of Naf1p results in codepletion of Cbf5p (11). Alterna-
tively, interaction of Cbf5p with the Paf1 complex (33) or with
the phosphorylated RNA polymerase II CTD (42) may be
responsible for recruiting Cbf5p. Whatever the details of the
mechanisms of the recruitment of Cbf5p, the results obtained
in this study are consistent with a model in which the nascent
RNA is bound by Naf1p and Cbf5p. We were unable to deter-
mine the exact sequence of the interactions among Naf1p,
Cbf5p, and the nascent snoRNA. Naf1p could interact with
Cbf5p before interacting with the nascent snoRNA or alterna-
tively bind the nascent RNA and then recruit Cbf5p. Direct
binding of the nascent snoRNA by Naf1p is consistent with the
RNA binding properties of Naf1p (13) and with the results
showing that deletion of the snR44 snoRNA sequence in the
RPS22B transcription unit abolishes Naf1p recruitment (Fig.
6). The association of Naf1p and RNA polymerase II-associ-
ated proteins, in particular Spt16p, could be due to the binding
of Naf1p to the nascent transcript in the context of the elon-
gating RNA polymerase. In this respect, it is worth noting that
the ChIP profile of Spt16p on H/ACA snoRNA genes is some-
times similar to those of Naf1p and Cbf5p (Fig. 2 and 3).
Binding of Cbf5p to the nascent RNA, possibly recruited by
Naf1p, would nucleate the assembly of the snoRNP. Binding of
the other H/ACA snoRNP proteins may occur at a later stage,
as the chromatin enrichment observed for these proteins is
often marginal. However, it is also possible that some of these
proteins join Cbf5p early during transcriptional elongation but
that the epitopes used for the ChIP assays for these other
proteins are masked when the proteins are cross-linked to the
chromatin, resulting in only marginal enrichment. The gradient
of enrichment observed for these proteins is consistent with
early recruitment, but in the absence of higher values, it is
impossible for us to draw conclusions about their actual pres-
ence at the chromatin of H/ACA snoRNA genes.
The enrichment profiles of Naf1p and Cbf5p for H/ACA
snoRNA genes show a strong cross-linking gradient toward the
3 ends of these genes. This suggests that Naf1p and Cbf5p are
recruited only when most of the transcript has been produced,
possibly during the late stages of transcription elongation or
transcription termination. Because of the low resolution of the
ChIP technique, it is impossible to tell whether the gradient of
FIG. 6. Cross-linking of Naf1p to the SNR44 H/ACA snoRNA
gene requires an intact H/ACA snoRNA sequence. (A) Genomic or-
ganization of the chromosomal RPS22B gene and of the RPS22B gene
lacking the SNR44 sequence. Also shown are the PCR products cor-
responding to the primer pairs used in the ChIP assays. (B) Quantifi-
cation of the ChIP results for Naf1p on the RPS22B transcription unit.
ChIP experiments were carried out with strains with the RPS22B gene
containing or lacking the SNR44 sequence. Various regions of
RPS22B, shown as bars (lettered A, B, C or C, and D) above the gene
diagram, were analyzed by ChIP for Untagged (UT), Naf1p-TAP, or
Naf1p-TAP with or without SNR44 (Naf1p-TAP/44). Region C pro-
duces a PCR product that starts 69 bp upstream and ends 104 bp
downstream of the mature SNR44 sequence. The levels of enrichment
of Naf1p-TAP and Naf1p-TAP/44 to various regions of the gene are
derived from three independent experiments.
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enrichment observed toward the 3 ends of the genes is repre-
sentative of progressive loading of the Naf1p and Cbf5p pro-
teins during elongation or whether loading of Naf1p and Cbf5p
occurs only at the very termini of the snoRNA genes.
Recent results have shown that mammalian and yeast
H/ACA snoRNP proteins can form a stable complex in the
absence of a snoRNA (19, 50). These results have suggested
that a preformed cytoplasmic snoRNP protein complex di-
rectly binds the snoRNAs. The results presented here show
that yeast H/ACA snoRNP assembly occurs cotranscriptionally
and that at least one of the H/ACA core snoRNP proteins,
Cbf5p, associates with the H/ACA snoRNA gene during tran-
scription elongation or termination. We do not know whether
this mode of assembly is also conserved in the case of mam-
malian H/ACA snoRNPs. Although their protein components
are conserved, the mechanisms of snoRNP assembly may differ
significantly between yeast and metazoan cells, consistent with
a difference in their modes of expression. While most yeast
H/ACA snoRNAs are independently transcribed, mammalian
snoRNAs are generated from excised lariat introns by de-
branching and exonucleolytic digestion or by endonucleolytic
cleavage. While we detected significant enrichment of Naf1p in
the vicinity of an intronic yeast snoRNA sequence (Fig. 5), the
binding of biogenesis factors and/or mammalian H/ACA
snoRNP proteins may occur only after some of the splicing
steps have occurred, and not necessarily in a cotranscriptional
manner. This hypothesis is supported by the observation that
binding of another class of mammalian C/D snoRNP proteins
to the snoRNA transcript occurs only at a late stage of spli-
ceosome assembly (21).
Overall, our results strongly suggest that the yeast H/ACA
snoRNP assembly process begins cotranscriptionally. Previous
studies have demonstrated a functional linkage between tran-
scription and yeast C/D snoRNP formation. Mutations in the
conserved D box perturb C/D snoRNA gene transcription (40).
In addition, the box C/D snoRNP protein Nop1p interacts with
the chromatin of C/D snoRNA genes (40), suggesting that
yeast C/D snoRNP assembly also begins cotranscriptionally. In
the case of C/D snoRNPs, a good candidate for a factor whose
role is similar to that of Naf1p is Bcd1p, which is not a core
component of box C/D snoRNPs, but whose depletion leads to
a specific decrease in the levels of yeast C/D snoRNAs (41).
Interestingly, Nop1p is thought to carry the methyltransferase
activity of C/D snoRNPs. Our results obtained with Cbf5p and
those described for Nop1p (40) suggest that the enzyme re-
sponsible for the catalytic activity of the snoRNPs is involved in
the earliest steps of snoRNP assembly in vivo. The enzymes are
likely loaded onto the guide RNA cotranscriptionally, with the
possible assistance of assembly factors such as Naf1p. Whether
or not other snoRNP subunits are also assembled at this stage
remains to be determined.
ACKNOWLEDGMENTS
We thank A. Henras, D. Robyr, and S. Buratowski for advice on
ChIP experiments; K. Sakurai for help and support; and A. Henras for
critical reading of the manuscript. We thank Miche`le Caizergues-
Ferrer for fruitful discussion and Christophe Dez for assistance with
TAP tag purification.
P.K.Y. was supported by a UCLA dissertation year fellowship, C.H.
was supported by a Ph.D. fellowship from the Ministe`re De´le´gue´ a` la
Recherche et aux Nouvelles Technologies. This research was sup-
ported by NIH grant GM61518 (G.C.); the CNRS, Universite´ Paul
Sabatier, and La Ligue Nationale contre le Cancer (Equipe Labelise´e)
(Y.H.); and the Re´gion Midi-Pyre´ne´es and the Ge´nopole Toulouse
Midi-Pyre´ne´es (B.M.).
REFERENCES
1. Ahn, S. H., M. Kim, and S. Buratowski. 2004. Phosphorylation of serine 2
within the RNA polymerase II C-terminal domain couples transcription and
3 end processing. Mol. Cell 13:67–76.
2. Archambault, J., R. S. Chambers, M. S. Kobor, Y. Ho, M. Cartier, D.
Bolotin, B. Andrews, C. M. Kane, and J. Greenblatt. 1997. An essential
component of a C-terminal domain phosphatase that interacts with tran-
scription factor IIF in Saccharomyces cerevisiae. Proc. Natl. Acad. Sci. USA
94:14300–14305.
3. Bagni, C., and B. Lapeyre. 1998. Gar1p binds to the small nucleolar RNAs
snR10 and snR30 in vitro through a nontypical RNA binding element.
J. Biol. Chem. 273:10868–10873.
4. Balakin, A. G., L. Smith, and M. J. Fournier. 1996. The RNA world of the
nucleolus: two major families of small RNAs defined by different box ele-
ments with related functions. Cell 86:823–834.
5. Bortolin, M. L., and T. Kiss. 1998. Human U19 intron-encoded snoRNA is
processed from a long primary transcript that possesses little potential for
protein coding. RNA 4:445–454.
6. Bousquet-Antonelli, C., Y. Henry, P. G’Elugne, J., M. Caizergues-Ferrer,
and T. Kiss. 1997. A small nucleolar RNP protein is required for pseudouri-
dylation of eukaryotic ribosomal RNAs. EMBO J. 16:4770–4776.
7. Calvo, O., and J. L. Manley. 2001. Evolutionarily conserved interaction
between CstF-64 and PC4 links transcription, polyadenylation, and termina-
tion. Mol. Cell 7:1013–1023.
8. Danin-Kreiselman, M., C. Y. Lee, and G. Chanfreau. 2003. RNAse III-
mediated degradation of unspliced pre-mRNAs and lariat introns. Mol. Cell
11:1279–1289.
9. Decatur, W. A., and M. J. Fournier. 2002. rRNA modifications and ribosome
function. Trends Biochem. Sci. 27:344–351.
10. Dez, C., C. Froment, J. Noaillac-Depeyre, B. Monsarrat, M. Caizergues-
Ferrer, and Y. Henry. 2004. Npa1p, a component of very early pre-60S
ribosomal particles, associates with a subset of small nucleolar RNPs re-
quired for peptidyl transferase center modification. Mol. Cell. Biol. 24:6324–
6337.
11. Dez, C., J. Noaillac-Depeyre, M. Caizergues-Ferrer, and Y. Henry. 2002.
Naf1p, an essential nucleoplasmic factor specifically required for accumula-
tion of box H/ACA small nucleolar RNPs. Mol. Cell. Biol. 22:7053–7065.
12. Dragon, F., V. Pogacic, and W. Filipowicz. 2000. In vitro assembly of human
H/ACA small nucleolar RNPs reveals unique features of U17 and telomer-
ase RNAs. Mol. Cell. Biol. 20:3037–3048.
13. Fatica, A., M. Dlakic, and D. Tollervey. 2002. Naf1p is a box H/ACA snoRNP
assembly factor. RNA 8:1502–1514.
14. Filipowicz, W., and V. Pogacic. 2002. Biogenesis of small nucleolar ribo-
nucleoproteins. Curr. Opin. Cell Biol. 14:319–327.
14a.Gavin, A. C., et al. 2002. Functional organization of the yeast proteome by
systematic analysis of protein complexes. Nature 415:141–187.
15. He, X., A. U. Khan, H. Cheng, D. L. Pappas, Jr., M. Hampsey, and C. L.
Moore. 2003. Functional interactions between the transcription and mRNA
3 end processing machineries mediated by Ssu72 and Sub1. Genes Dev.
17:1030–1042.
16. Heiss, N. S., S. W. Knight, T. J. Vulliamy, S. M. Klauck, S. Wiemann, P. J.
Mason, A. Poustka, and I. Dokal. 1998. X-linked dyskeratosis congenita is
caused by mutations in a highly conserved gene with putative nucleolar
functions. Nat. Genet. 19:32–38.
17. Henras, A., C. Dez, J. Noaillac-Depeyre, Y. Henry, and M. Caizergues-
Ferrer. 2001. Accumulation of H/ACA snoRNPs depends on the integrity of
the conserved central domain of the RNA-binding protein Nhp2p. Nucleic
Acids Res. 29:2733–2746.
18. Henras, A., Y. Henry, C. Bousquet-Antonelli, J. Noaillac-Depeyre, J. P.
Gelugne, and M. Caizergues-Ferrer. 1998. Nhp2p and Nop10p are essential
for the function of H/ACA snoRNPs. EMBO J. 17:7078–7090.
19. Henras, A. K., R. Capeyrou, Y. Henry, and M. Caizergues-Ferrer. 2004.
Cbf5p, the putative pseudouridine synthase of H/ACA-type snoRNPs, can
form a complex with Gar1p and Nop10p in absence of Nhp2p and box
H/ACA snoRNAs. RNA 10:1704–1712.
20. Henras, A. K., C. Dez, and Y. Henry. 2004. RNA structure and function in
C/D and H/ACA s(no)RNPs. Curr. Opin. Struct. Biol. 14:335–343.
21. Hirose, T., M. D. Shu, and J. A. Steitz. 2003. Splicing-dependent and -inde-
pendent modes of assembly for intron-encoded box C/D snoRNPs in mam-
malian cells. Mol. Cell 12:113–123.
22. Ho, Y., A. Gruhler, A. Heilbut, G. D. Bader, L. Moore, S. L. Adams, A.
Millar, P. Taylor, K. Bennett, K. Boutilier, L. Yang, C. Wolting, I. Donald-
son, S. Schandorff, J. Shewnarane, M. Vo, J. Taggart, M. Goudreault, B.
Muskat, C. Alfarano, D. Dewar, Z. Lin, K. Michalickova, A. R. Willems, H.
Sassi, P. A. Nielsen, K. J. Rasmussen, J. R. Andersen, L. E. Johansen, L. H.
Hansen, H. Jespersen, A. Podtelejnikov, E. Nielsen, J. Crawford, V. Poulsen,
VOL. 25, 2005 COTRANSCRIPTIONAL RECRUITMENT OF Cbf5p AND Naf1p 3303
B. D. Sorensen, J. Matthiesen, R. C. Hendrickson, F. Gleeson, T. Pawson,
M. F. Moran, D. Durocher, M. Mann, C. W. Hogue, D. Figeys, and M. Tyers.
2002. Systemaitic identification of protein complexes in Saccharomyces cer-
evisiae by mass spectrometry. Nature 415:180–183.
23. Ito, T., T. Chiba, R. Ozawa, M. Yoshida, M. Hattori, and Y. Sakaki. 2001. A
comprehensive two-hybrid analysis to explore the yeast protein interactome.
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 98:4569–4574.
24. Jady, B. E., E. Bertrand, and T. Kiss. 2004. Human telomerase RNA and box
H/ACA scaRNAs share a common Cajal body-specific localization signal.
J. Cell Biol. 164:647–652.
25. Kim, M., S. H. Ahn, N. J. Krogan, J. F. Greenblatt, and S. Buratowski. 2004.
Transitions in RNA polymerase II elongation complexes at the 3 ends of
genes. EMBO J. 23:354–364.
26. King, T. H., W. A. Decatur, E. Bertrand, E. S. Maxwell, and M. J. Fournier.
2001. A well-connected and conserved nucleoplasmic helicase is required for
production of box C/D and H/ACA snoRNAs and localization of snoRNP
proteins. Mol. Cell. Biol. 21:7731–7746.
27. Kiss, T. 2001. Small nucleolar RNA-guided post-transcriptional modification
of cellular RNAs. EMBO J. 20:3617–3622.
28. Kiss, T., and W. Filipowicz. 1995. Exonucleolytic processing of small nucle-
olar RNAs from pre-mRNA introns. Genes Dev. 9:1411–1424.
29. Kiss, T., and W. Filipowicz. 1993. Small nucleolar RNAs encoded by introns
of the human cell cycle regulatory gene RCC1. EMBO J. 12:2913–2920.
30. Kobor, M. S., L. D. Simon, J. Omichinski, G. Zhong, J. Archambault, and J.
Greenblatt. 2000. A motif shared by TFIIF and TFIIB mediates their inter-
action with the RNA polymerase II carboxy-terminal domain phosphatase
Fcp1p in Saccharomyces cerevisiae. Mol. Cell. Biol. 20:7438–7449.
31. Komarnitsky, P., E. J. Cho, and S. Buratowski. 2000. Different phosphory-
lated forms of RNA polymerase II and associated mRNA processing factors
during transcription. Genes Dev. 14:2452–2460.
32. Krogan, N. J., M. Kim, S. H. Ahn, G. Zhong, M. S. Kobor, G. Cagney, A.
Emili, A. Shilatifard, S. Buratowski, and J. F. Greenblatt. 2002. RNA poly-
merase II elongation factors of Saccharomyces cerevisiae: a targeted pro-
teomics approach. Mol. Cell. Biol. 22:6979–6992.
33. Krogan, N. J., W. T. Peng, G. Cagney, M. D. Robinson, R. Haw, G. Zhong,
X. Guo, X. Zhang, V. Canadien, D. P. Richards, B. K. Beattie, A. Lalev, W.
Zhang, A. P. Davierwala, S. Mnaimneh, A. Starostine, A. P. Tikuisis, J.
Grigull, N. Datta, J. E. Bray, T. R. Hughes, A. Emili, and J. F. Greenblatt.
2004. High-definition macromolecular composition of yeast RNA-processing
complexes. Mol. Cell 13:225–239.
34. Lafontaine, D. L., C. Bousquet-Antonelli, Y. Henry, M. Caizergues-Ferrer,
and D. Tollervey. 1998. The box H  ACA snoRNAs carry Cbf5p, the
putative rRNA pseudouridine synthase. Genes Dev. 12:527–537.
35. Longtine, M. S., A. McKenzie III, D. J. Demarini, N. G. Shah, A. Wach, A.
Brachat, P. Philippsen, and J. R. Pringle. 1998. Additional modules for
versatile and economical PCR-based gene deletion and modification in Sac-
charomyces cerevisiae. Yeast 14:953–961.
36. Mason, P. B., and K. Struhl. 2003. The FACT complex travels with elon-
gating RNA polymerase II and is important for the fidelity of transcriptional
initiation in vivo. Mol. Cell. Biol. 23:8323–8333.
37. Meier, U. T., and G. Blobel. 1994. NAP57, a mammalian nucleolar protein
with a putative homolog in yeast and bacteria. J. Cell Biol. 127:1505–1514.
38. Mitchell, J. R., E. Wood, and K. Collins. 1999. A telomerase component is
defective in the human disease dyskeratosis congenita. Nature 402:551–555.
39. Mochizuki, Y., J. He, S. Kulkarni, M. Bessler, and P. J. Mason. 2004. Mouse
dyskerin mutations affect accumulation of telomerase RNA and small nu-
cleolar RNA, telomerase activity, and ribosomal RNA processing. Proc.
Natl. Acad. Sci. USA 101:10756–10761.
40. Morlando, M., M. Ballarino, P. Greco, E. Caffarelli, B. Dichtl, and I. Boz-
zoni. 2004. Coupling between snoRNP assembly and 3 processing controls
box C/D snoRNA biosynthesis in yeast. EMBO J. 23:2392–2401.
41. Peng, W. T., M. D. Robinson, S. Mnaimneh, N. J. Krogan, G. Cagney, Q.
Morris, A. P. Davierwala, J. Grigull, X. Yang, W. Zhang, N. Mitsakakis,
O. W. Ryan, N. Datta, V. Jojic, C. Pal, V. Canadien, D. Richards, B. Beattie,
L. F. Wu, S. J. Altschuler, S. Roweis, B. J. Frey, A. Emili, J. F. Greenblatt,
and T. R. Hughes. 2003. A panoramic view of yeast noncoding RNA pro-
cessing. Cell 113:919–933.
42. Phatnani, H. P., J. C. Jones, and A. L. Greenleaf. 2004. Expanding the
functional repertoire of CTD kinase I and RNA polymerase II: novel phos-
phoCTD-associating proteins in the yeast proteome. Biochemistry 43:15702–
15719.
43. Richard, P., X. Darzacq, E. Bertrand, B. E. Jady, C. Verheggen, and T. Kiss.
2003. A common sequence motif determines the Cajal body-specific local-
ization of box H/ACA scaRNAs. EMBO J. 22:4283–4293.
44. Rigaut, G., A. Shevchenko, B. Rutz, M. Wilm, M. Mann, and B. Seraphin.
1999. A generic protein purification method for protein complex character-
ization and proteome exploration. Nat. Biotechnol. 17:1030–1032.
45. Ruggero, D., S. Grisendi, F. Piazza, E. Rego, F. Mari, P. H. Rao, C. Cordon-
Cardo, and P. P. Pandolfi. 2003. Dyskeratosis congenita and cancer in mice
deficient in ribosomal RNA modification. Science 299:259–262.
46. Steinmetz, E. J., N. K. Conrad, D. A. Brow, and J. L. Corden. 2001. RNA-
binding protein Nrd1 directs poly(A)-independent 3-end formation of RNA
polymerase II transcripts. Nature 413:327–331.
47. Storici, F., L. K. Lewis, and M. A. Resnick. 2001. In vivo site-directed
mutagenesis using oligonucleotides. Nat. Biotechnol. 19:773–776.
48. Sun, Z. W., and M. Hampsey. 1995. Identification of the gene (SSU71/
TFG1) encoding the largest subunit of transcription factor TFIIF as a sup-
pressor of a TFIIB mutation in Saccharomyces cerevisiae. Proc. Natl. Acad.
Sci. USA 92:3127–3131.
49. Tollervey, D., and T. Kiss. 1997. Function and synthesis of small nucleolar
RNAs. Curr. Opin. Cell Biol. 9:337–342.
50. Wang, C., and U. T. Meier. 2004. Architecture and assembly of mammalian
H/ACA small nucleolar and telomerase ribonucleoproteins. EMBO J. 23:
1857–1867.
51. Yang, P. K., G. Rotondo, T. Porras, P. Legrain, and G. Chanfreau. 2002. The
Shq1p.Naf1p complex is required for box H/ACA small nucleolar ribonu-
cleoprotein particle biogenesis. J. Biol. Chem. 277:45235–45242.





Les résultats présentés dans cette publication confortent l’hypothèse selon laquelle la 
protéine Naf1p aurait un rôle très précoce au cours de l’assemblage des RNP H/ACA. En 
effet, nous avons montré que Naf1p est présente au niveau des sites de transcription des gènes 
codant les snoARN H/ACA. Le fait que cette localisation nécessite une transcription active 
ainsi que la présence d’un domaine de type H/ACA au sein de la zone transcrite suggère 
fortement que Naf1p est recrutée au niveau des ces sites de transcription via une interaction 
avec l’ARN en cours de transcription et non pas, du moins pas uniquement, via une 
interaction avec le complexe de transcription. Cette hypothèse est confortée par le fait que la 
substitution du promoteur naturel du gène SNR32 par le promoteur pGal1-10 n’empêche pas 
l’association de Naf1p avec ce gène ce qui démontre bien que les déterminants requis pour le 
recrutement de Naf1p ne se trouvent pas dans la région promotrice. De plus, les résultats des 
tests concernant le gène RPS22B montrent que Naf1p est recrutée au niveau du gène codant le 
snoARN H/ACA snR44, bien qu’il soit inséré dans un intron et non pas transcrit de façon 
indépendante comme c’est le cas de la plupart des snoARN H/ACA chez la levure.  
Il est probable que lorsque Naf1p est recrutée au niveau des sites de transcription des 
snoARN H/ACA, elle se retrouve à proximité des protéines du complexe de transcription, 
Spt16p, Tfg1p et Sub1p. L’interaction que nous avons mise en évidence, lors des expériences 
de purification, entre Naf1p et la machinerie associée à l’ARN polymérase II traduit 
probablement une interaction indirecte. En effet, Naf1p serait en interaction avec l’ARN en 
cours de synthèse alors que celui-ci interagit avec l’ADN et le complexe de transcription. 
 D’après nos résultats, la phosphorylation du domaine CTD de l’ARN polymérase II 
n’est pas un pré-requis pour le recrutement de Naf1p au niveau des sites de transcription. En 
effet, les résultats des immunoprécipitations de chromatine réalisées dans une souche où le 
gène CTK1, codant la kinase du domaine CTD, est invalidé sont identiques à ceux obtenus 
dans un contexte sauvage. De façon surprenante, l’équipe d’Irene Bozzoni a mis évidence, par 
le même type d’approche, que lorsque CTK1 est invalidé, Naf1p et Cbf5p sont moins 
présentes au niveau des sites de transcription (Ballarino, Morlando et al. 2005). Il est possible 
que la différence de fonds génétiques entre nos souches et celles utilisées par Monica 
Ballarino entraîne des réponses différentes à l’absence de Ctk1p. De plus, il n’a pas été testé 
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si l’absence de Ctk1p dans leurs souches entraîne une diminution du niveau de transcription 
des snoARN et donc du nombre de molécules d’ARN, ce qui induirait par conséquent un 
recrutement moins important de Naf1p.  
Dans notre étude, nous avons également testé la présence des protéines H/ACA, 
Cbf5p, Gar1p, Nhp2p et Nop10p au niveau des gènes codant les snoARN H/ACA. Nous 
avons mis en évidence que Cbf5p se comporte exactement de la même manière que la 
protéine Naf1p. En revanche, Nhp2p, Gar1p et Nop10p ne montrent pas d’association 
significative avec les gènes codant les snoARN H/ACA. L’équipe d’Irene Bozzoni a 
également testé ces différentes protéines. Leurs résultats sont en accord avec les nôtres pour 
les protéines Cbf5p et Gar1p. En revanche, ils ont mis en évidence un recrutement significatif 
de Nhp2p au niveau de la chromatine. Toutefois, il est important de noter qu’ils ont un 
résultat pour Nhp2p très proche du nôtre, à savoir un signal d’un niveau égal à deux fois le 
bruit de fond ce que nous considérons comme non significatif. Pour Nhp2p, il s’agit donc 
juste d’une différence d’interprétation des résultats. 
 
En conclusion, Naf1p et Cbf5p (et peut être Nhp2p), chez la levure, seraient recrutées 
de façon très précoce sur le snoARN H/ACA en cours de transcription. Il n’est pas encore 
possible de dire si elles interagissent ensemble avant d’être recrutées sur le snoARN ou bien 
si elles sont recrutées de façon séquentielle sur le snoARN. Il est possible que Naf1p s’associe 
d’abord avec le snoARN et qu’elle permette ensuite le recrutement de Cbf5p. 
Malheureusement, ce n’est pas une hypothèse facile à tester, en grande partie à cause du fait 
qu’en absence de Naf1p, les protéines Cbf5p, Gar1p et Nop10p sont complètement 
déstabilisées.  
Nos résultats suggèrent que les protéines Nhp2p, Gar1 et Nop10p sont recrutées plus 
tardivement sur le snoARN, après que celui-ci se soit éloigné du site de transcription. 
Néanmoins, lorsque l’on obtient un résultat négatif dans des tests d’immunoprécipitation de 
chromatine, il est impossible d’écarter l’hypothèse d’un faux négatif car la protéine peut être 
présente au niveau du site de transcription mais présenter un épitope masqué ce qui rend 
l’immunoprecipitation impossible.  
 
Des études menées par le groupe de Tomas Meier ont permis de mettre en évidence 
que l’assemblage des particules H/ACA humaines semble également initié au niveau co-
transcriptionnel  (Darzacq, Kittur et al. 2006). En effet, ils ont mis en évidence que les 
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protéines hNaf1, dyskérine, Nhp2 et Nop10 sont recrutées au niveau d’un site artificiel de 
transcription du snoARN H/ACA E3. La construction utilisée lors de cette étude est présentée 
dans la figure 52. Elle a été intégrée en plusieurs exemplaires à un seul locus dans le génome 
des cellules humaines U2OS et contient la séquence codant le snoARN E3 de rat insérée dans 
le second intron du gène de la ȕ-globine. Le promoteur utilisé est induit en présence de 
doxycycline. La construction comprend également la séquence codant le fluorophore CFP 
fusionné à un signal d’adressage aux péroxysomes (SKL). Ceci permet de contrôler 
l’expression du transgène par la visualisation de péroxysomes fluorescents. Enfin, l’ARNm 
produit par cette construction comprend à l’extrémité 3’, 18 sites de reconnaissance pour la 
protéine MS2 permettant de détecter le site de transcription via l’utilisation d’une protéine 
MS2-RFP. La détection par immunofluoresence in situ de Naf1p, dyskérine, Nop10 et Nhp2 a 
permis de mettre en évidence qu’elles co-localisent avec MS2-RFP et donc avec le site de 
transcription. Il y aurait donc, comme chez la levure, un assemblage co-transcriptionnel des 
protéines sur le snoARN E3. Cela a été confirmé par des tests de ChIP. Toutefois, il est 
important de noter qu’aucun résultat de ChIP n’a pu être obtenu pour un site de transcription 
d’ARN H/ACA endogène, que se soit dans notre laboratoire ou dans celui de T. Meier. Cela 
est peut être du à un problème technique (et/ou un manque de sensibilité). Néanmoins, nous 
ne pouvons pas exclure l’hypothèse selon laquelle, chez l’homme, l’assemblage des particules 
ne se fasse pas de façon co-transcriptionnel. En effet, il est possible que les résultats de 
l’équipe de T. Meier soient faussés par le fait que le locus qu’ils visualisent comprend des 
copies répétées du transgène. Cela peut avoir pour conséquence de ralentir localement les 
étapes de maturation et d’assemblage des particules H/ACA et ainsi permettre aux protéines 
de venir s’associer de façon plus précoce.  
De façon intéressante, l’équipe de T. Meier a présenté des résultats permettant de 
proposer que hNaf1 permet d’induire la présence des protéines dyskérine et Nhp2p au niveau 
de la chromatine. Pour cela, ils ont exprimé une forme de la protéine hNaf1 fusionnée à la 
protéine LacI. Ils ont ensuite induit l’adressage de cette protéine hNaf1-LacI au niveau de la 
chromatine via l’insertion d’un site « LacO » reconnu par LacI. Ils ont alors mis en évidence 
que les protéines dyskérine et Nhp2 sont également présentes au niveau du site LacO. Cela 
suggère que Naf1-lacI a adressé ou bien a recruté ces protéines au niveau de LacO.  
En ce qui concerne la protéine Gar1p, les résultats des tests chez la levure ainsi que 
ceux réalisés que l’homme sont en accord et suggèrent que Gar1p est recrutée au sein de la 







résultats de Patricia Richard, dans le laboratoire de Tamas Kiss. Ils ont mis en évidence que la 
protéine dyskérine est capable de s’associer à le snoARN H/ACA U64 présent au sein d’un 
intron de pré-ARNm. L’interaction a donc lieu de façon très précoce, avant l’épissage du pré-
ARNm. En revanche, la protéine Gar1p ne montre aucune interaction avec le pré-ARNm et ne 
s’associe qu’avec le snoARN H/ACA U64 mature. Gar1p est donc recrutée à une étape 




C. Caractérisation au niveau moléculaire du mode 
d’action de Naf1p
 
Afin de mieux comprendre le rôle joué par la protéine Naf1p au cours de l’assemblage 
des particules de type H/ACA, nous avons entrepris une étude au niveau moléculaire dans le 
but de caractériser l’interaction entre Naf1p et les composants des particules de type H/ACA. 
Lors de cette étude nous avons également cherché à déterminer quels sont les rôles joués par 
les différents domaines de Naf1p dans l’interaction avec ses partenaires. 
 
1. Caractérisation des différents domaines de la protéine 
Naf1p
 
Nous avons entrepris l’étude des différents domaines de Naf1p dans le but d’identifier, 
au niveau moléculaire, les rôles qu’ils exercent dans la fonction de la protéine Naf1p. Dans un 
premier temps, nous avons cherché à déterminer quels sont les domaines essentiels in vivo. 
Nous avons mis en évidence que les domaines riches en sérine ainsi que ceux riches en 
proline/glutamine ne sont pas strictement requis pour la viabilité cellulaire. Nous avons donc 
pu obtenir des souches dépourvues de la protéine Naf1p WT et exprimant les formes 
tronquées Naf1'Sp, Naf1'Qp, Naf1'PQp, Naf1'SPQp, ainsi que Naf1'h1p et Naf1'h2p où 
h1 et h2 sont deux hélices alpha prédites en amont du domaine riche en sérine. Nous avons 
comparé, par des tests de croissance en goutte ou en culture liquide, la vitesse de croissance 
de ces différentes souches par rapport à la souche sauvage (figure 53A et B.) Il apparaît que 
l’absence des différents domaines testés n’affecte pas ou très peu la croissance. De façon 
intéressante nous avons réussi à construire une souche exprimant la forme tronquée Naf1(109-
272)p qui n’ést constituée que de la région centrale comprenant le domaine GAR1, le domaine 
UCDN ainsi qu’une partie de la NLS. Cette souche est viable ce qui suggère que tous les 
éléments requis pour les fonctions essentielles de la protéine Naf1p sont présents. Néanmoins, 
les tests de croissance (figure 53C) indiquent que cette souche a une vitesse de croissance très 
basse. De plus, lorsque l’on observe sa morphologie, il est évident que cette souche est 






































Mesure de la croissance de souches exprimant différentes versions de la protéine Naf1p




























Mesure de la croissance de souches exprimant différentes versions de la protéine Naf1p


















FIGURE 54:  Tests d'interaction entre la protéine Naf1p et le snoARN H/ACA snR5
(A): Structure secondaire du snoARN H/ACA snR5
(B): Tests en gel retard des interactions entre Naf1p et snR5 d'une part et Naf1p et U24 d'autre part




























snR37 snR42 U24 
1 2 3 4 5 6 7 8 9 
C 
RNP 
- + + + + + 
BS17 - 1 
Naf1p 
BS17 - 1 




Comp snR5 - - + + + + 
Molar ratio 






















1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 
Résultats 
sont requis pour une activité optimale de la protéine. En conclusion, les domaines essentiels 
de la protéine Naf1p sont les domaines GAR1 et UCDN. Nous avons entrepris des tests 
d’interaction in vitro afin de déterminer dans quelle mesure ces domaines sont requis pour 
l’interaction entre la protéine Naf1p et les composants des RNP H/ACA  
 
2. Naf1p interagit spécifiquement avec les snoARN H/ACA in
vitro
 
a) Etude de l’interaction entre la protéine Naf1p et les 
ARN H/ACA 
 
La protéine Naf1p présente de l’affinité pour l’ARN. Cela a été mis en évidence par 
Fatica et ses collaborateurs via une approche par gel retard entre le snoARN H/ACA snR36 et 
la protéine Naf1p recombinante. Néanmoins, l’interaction qu’ils ont visualisée ne semblait 
pas vraiment être spécifique. En effet, lorsqu’ils ont réalisé des tests de compétition avec des 
ARN froids, ils ont pu empêcher la formation du complexe snR36/Naf1p en ajoutant un excès 
de l’ARN antisens de snR36. Fatica et Tollervey ont alors proposé que Naf1p a de l’affinité 
pour des structures d’ARN plutôt que pour une séquence particulière. 
Au laboratoire, nous avons entrepris une étude par gel retard afin de mieux définir les 
éléments ARN permettant l’interaction ente les snoARN H/ACA et Naf1p. Les résultats 
présentés ci-après ont été obtenus en collaboration avec Régine Capeyrou.  
La protéine Naf1p utilisée lors de nos tests a été produite chez la bactérie (E.coli 
BL21) et purifiée dans un premier temps sur une colonne de nickel via une étiquette 6xHIS 
placée à son extrémité carboxy-terminale. Suite à cette première purification, nous avons 
constaté qu’une quantité non négligeable de protéines contaminantes persiste. Nous avons 
réalisé une seconde étape de purification sur chromatographie d’exclusion. Cela a permis 
d’éliminer beaucoup de contaminants ainsi qu’une très grande part de la protéine Naf1p 
présente sous forme d’agrégats. Les snoARN H/ACA utilisés pour les gels retard ont été 
transcrits in vitro et marqués par incorporation de P32DCTP. Nous avons alors testé 
l’interaction entre Naf1p et snR5 par gel retard. La figure 54 présente les résultats que nous 
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avons obtenus. Nous avons mis en évidence que Naf1p est capable d’interagir avec snR5 
(figure 54B ligne 2). De plus nous avons montré que cette interaction est spécifique car, 
d’une part, Naf1p n’entraîne pas de retard de migration du snoARN C/D U24 (figure 54B 
ligne 4) et d’autre part dans des tests de compétition, seule l’utilisation des snoARN HACA 
snR5, snR37 et snR42 permet d’empêcher la formation du complexe Naf1p/snR5 (figure 54 
C et D).  
En conclusion, nous avons mis en évidence une interaction spécifique entre Naf1p et 
les snoARN H/ACA snR5, snR37 et snR42. 
 
Nous avons également testé la capacité de la protéine hNaf1 à interagir spécifiquement 
avec des ARN H/ACA par gel retard (Naf1p humaine). La figure 55 présente les résultats 
préliminaires que nous avons obtenus. Nous avons mis en évidence que hNaf1, comme Naf1p 
de levure, est capable de s’associer de façon spécifique avec les snoARN H/ACA de levure. 
Malheureusement, pour l’instant, nous rencontrons des problèmes techniques ne nous 
permettant par de tester l’association entre hNaf1 et des ARN H/ACA humains.   
 
Afin de localiser le site de fixation de Naf1p sur le snoARN snR5, nous avons réalisé 
des gels retard avec des formes tronquées ou mutées de snR5. Il apparaît que la protéine 
Naf1p interagit de façon préférentielle avec la tige 3’ et la région charnière de snR5 (figure
56B lignes 2 à 16). D’autre part, les boites H et ACA ne semblent pas être strictement 
requises pour l’association avec Naf1p (figure 56A lignes 2 à 8). 
 
Nous projetons de poursuivre ces tests d’interaction en gel retard afin d’étudier, entre 
autre, l’association de hNaf1 avec l’ARN de la télomérase. De plus, nous souhaitons réaliser 
des expériences de footprint pour déterminer de façon précise les sites au sein de l’ARN snR5 
permettant l’interaction avec la protéine Naf1p. 
 
b) Recherche du domaine de liaison à l’ARN de la 
protéine Naf1p 
 
Nous avons également entrepris la recherche du domaine de liaison à l’ARN de la 
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FIGURE 55:  Tests d'interaction entre la protéine hNaf1 et le snoARN H/ACA snR5
Tests en gel retard des interactions entre hNaf1 et snR5 en présence d'ARN compétiteur, snR5, U24, 
snR37 et snR42
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FIGURE 56:  Tests d'interaction entre la protéine Naf1p et des formes modifiées du snoARN H/ACA snR5
(A): Tests en gel retard des interactions entre Naf1p et des formes de snR5 mutées sur les boites H et ACA; 
la mutation "mut ACA" a consisté à remplacer la boite ACA en CGC; Dans les mutants "mutH" la boite H 
(AGACCA) a été remplacée par la séquence GGGCCA
(B): Tests en gel retard des interactions entre Naf1p et différentes formes tronquées et mutées de snR5 
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tronquées ou modifiées de la protéine Naf1p. Naf1p possède à l’extrémité carboxy-terminale 
un domaine riche en résidus proline et glutamine. L’extrémité amino-terminale présente un 
domaine riche en sérine contenant plusieurs sites potentiels de phosphorylation par la caséine 
kinase II. Dans la région centrale de Naf1p se trouvent un signal de localisation nucléaire 
(NLS) ainsi qu’un domaine présentant une forte homologie avec le domaine central de la 
protéine Gar1p (composant des particules H/ACA). Il a été mis en évidence que ce domaine 
chez la protéine Gar1p présente, in vitro, de l’affinité pour les ARN snR10 et snR30 (Bagni 
and Lapeyre 1998). Afin de tester si, au sein de la protéine Naf1p, ce domaine permet 
également l’interaction avec les snARN H/ACA, nous avons réalisé des expériences de gel 
retard avec une protéine Naf1p dépourvue du domaine GAR1. Nous avons également exprimé 
une forme de Naf1p présentant la mutation G186E (la glycine 186 est conservée chez tous les 
homologues de Naf1p) dans le domaine GAR1. La figure 57A présente les résultats que nous 
avons obtenus. Il apparaît que le domaine GAR1 et la glycine 186 ne sont pas strictement 
requis pour l’interaction spécifique avec snR5. Quelques temps après avoir réalisé ces tests, la 
structure de la protéine aGar1 en interaction avec la protéine aCbf5 a été publiée (Rashid, 
Liang et al. 2006). Cette structure a mis en évidence que le domaine GAR1 est, au sein de 
aGar1, un domaine de liaison à la protéine Cbf5. Il a alors été proposé que le domaine GAR1 
de Naf1p pourrait exercer la même fonction. 
 
Afin de poursuivre la recherche du domaine de liaison à l’ARN, nous avons supprimé 
d’autres domaines de la protéine Naf1p (figure 57B). Malheureusement, nous n’avons pas 
réussi à déterminer de façon précise où se trouve le domaine de liaison spécifique à l’ARN. 
Néanmoins, il semble qu’il se trouve dans la région centrale de Naf1p car les domaines riches 
en sérine et proline/glutamine ne sont pas strictement requis pour la liaison à l’ARN.  
 
Nous envisageons de poursuivre cette étude par la réalisation de suppression plus 
restreinte dans la région centrale de Naf1p. Nous porterons une attention toute particulière au 
domaine nommé UCDN (« Ultra Conserved Domain of Naf1p ». Ce domaine est la portion de 
Naf1p qui a été la plus conservée au cours de l’évolution. Il est donc probable qu’il est requis 
pour une des fonctions clés de la protéine. Nous n’avons noté aucune similarité entre ce 
domaine et des domaines de liaison à l’ARN connus. Néanmoins, il serait vraiment 
intéressant de déterminer si la suppression de UCDN affecte l’interaction entre Naf1p et 
l’ARN.  
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FIGURE 57:  Tests d'interaction entre différentes formes modifiées de la protéine Naf1p et le snoARN 
H/ACA snR5
(A):  Tests de compétitions réalisés avec les ARN froids U24 et snR5  
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3. Le domaine GAR1 de la protéine Naf1p est impliqué dans 
l’interaction avec la protéine Cbf5p 
 
Lorsque l’on étudie une protéine, il est souvent très utile de connaître sa structure. En 
effet, cette information s’avère d’une grande aide lorsque l’on souhaite comprendre quels sont 
les rôle joués par les différentes portions de la protéine. De plus, cela permet dans certain cas 
de trouver des similarités (n’apparaissant pas au niveau de la séquence primaire) avec des 
protéines dont la fonction est déjà caractérisée. 
En collaboration avec Sophie Chéruel et Nicolas Leulliot de l’équipe de H. van 
Tilbeurgh, nous avons entrepris de déterminer la structure cristallographique de la protéine 
Naf1p. Nous avons rencontré des difficultés d’expression et de cristallisation de la protéine 
Naf1p pleine taille. Par conséquent, nous avons testé l’expression de différentes formes 
tronquées aux extrémités amino- et carboxy-terminales. Seule la protéine Naf1'1p a pu 
former des cristaux d’une qualité suffisante pour permettre la détermination d’une structure 
par diffraction des rayons X. Naf1'1p correspond à la région centrale de Naf1p et contient le 
domaine GAR1. Ce domaine, retrouvé chez tous les orthologues de la protéine Naf1p, 
présente une forte homologie avec la protéine Gar1p. La structure cristallographique à une 
résolution de 2.74 angströms que nous avons obtenue a permis de mettre en évidence que le 
domaine Gar1 de Naf1p présente une structure très similaire à celle de la protéine aGar1. La 
structure de Naf1'1p comprend une hélice Į et sept brins ȕ formant une structure de type 
tonneau ȕ.  
La comparaison des structures de Naf1'1p et de la protéine aGar1 en complexe avec 
aCbf5 montre que Naf1'1p présente une structure lui permettant d’interagir avec aCbf5 de la 
même manière que aGar1. Toutefois, Naf1'1p est retrouvée, dans le cristal ainsi qu’en 
solution (en RMN), sous forme de dimères; la surface potentielle de liaison avec aCbf5 est 
celle permettant la dimérisation. Grâce à des tests d’interaction protéine/protéine in vitro, 
nous avons mis en évidence que Naf'1p n’est capable d’interagir avec Cfb5p que lorsque 
nous dissocions au préalable l’homodimère Naf1'1p/ Naf1'1p. De plus, nous avons mis en 
évidence que Naf1'1p est capable d’interagir avec la protéine Gar1p. 
L’expression in vivo de différentes formes modifiées de Naf1p nous a permis de 
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démontrer que le domaine Gar1 est strictement essentiel mais pas suffisant pour la viabilité 
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Naf1 is an essential protein involved in the maturation of box H/ACA
ribonucleoproteins, a group of particles required for ribosome biogenesis,
modification of spliceosomal small nuclear RNAs and telomere synthesis.
Naf1 participates in the assembly of the RNP at transcription sites and in the
nuclear trafficking of the complex. The crystal structure of a domain of yeast
Naf1p, Naf1Δ1p, reveals a striking structural homology with the core do-
main of archaeal Gar1, an essential protein component of the mature RNP;
it suggests that Naf1p and Gar1p have a common binding site on the
enzymatic protein component of the particle, Cbf5p. We propose that Naf1p
is a competitive binder for Cbf5p, which is replaced by Gar1p during
maturation of the H/ACA particle. The exchange of Naf1p by Gar1p might
be prompted by external factors that alter the oligomerisation state of Naf1p
and Gar1p. The structural homology with Gar1 suggests that the function of
Naf1 involves preventing non-cognate RNAs from being loaded during
transport of the particle by inducing a non-productive conformation of Cbf5.
© 2007 Elsevier Ltd. All rights reserved.
*Corresponding author Keywords: Box H; ACA biogenesis; Naf1
Introduction
The box H/ACA ribonucleoproteins (RNPs) are
nuclear particles required for essential and diverse
molecular functions such as protein synthesis, gene
expression and chromosome stability.1 Biochemi-
cally, they participate in ribosome biogenesis, the for-
mation of spliceosome components and in telomere
maintenance. The large majority of box H/ACA
RNPs are responsible for the pseudo-uridylation of
uridine residues in ribosomal RNAs (rRNAs) and,
less commonly, pseudo-uridylation or cleavage of
spliceosomal small nuclear RNAs (snRNAs). These
two activities are performed, respectively, in the
nucleolus by the Box H/ACA small nucleolar
ribonucleoprotein particles (snoRNPs)2,3 or in Cajal
bodies by small Cajal body-specific ribonucleoprotein
particles (scaRNPs).4,5 In mammals, snoRNPs and
scaRNPs are responsible for more than 100 pseudo-
uridylation reactions.
Although most H/ACA RNPs participate in
pseudo-uridylation, a number of H/ACA RNPs
have other functions. For example, the 3′ half of
telomerase RNA contains the box H/ACA consen-
sus sequence6,7 which is not essential for in vitro
function, but is required for telomerase RNA pro-
cessing7 and RNP assembly.8–10 snR30 (E1/U17 in
vertebrates) also does not participate in pseudo-
uridylation but is required for pre-rRNA cleavage
steps essential for mature 18 S rRNA production.11,12
† N.L., K.S.G. and C.H.-A. contributed equally to the
work.
Abbreviations used: RNP, ribonucleoprotein; scaRNP,
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Fully assembled and functional, all box H/ACA
RNPs contain a specific RNA component (snoRNA
or scaRNA) and at least four proteins common to all
such particles.1 These areCbf513 (Nap57 in rodents,14
dyskerin in humans9,15), Gar1,16–18 Nhp210,19,20 and
Nop10.10,19 These proteins are highly conserved
from yeast to mammals and homologs are also
present in archaea.21 In most eukaryotes, the RNA
component of box H/ACA RNPs has a conserved
hairpin-hinge–hairpin-tail secondary structure with
consensus sequences located in the hinge (box H)
and three nucleotides upstream from the mature 3′
end (box ACA).16,17 In the case of H/ACA RNPs
involved in pseudo-uridylation, the conserved bulge
of one or both hairpins of the RNA possesses
sequence complementarity to the bases flanking the
target uridine residues to be modified on the target
RNA and which effectively guides the enzymatic
activity of the RNP through base-pairing.2
Recently, the structure of all protein components of
box H/ACA RNPs and of a fully assembled particle
have been revealed by X-ray crystallographic studies
conducted on archaeal proteins.22–27 As expected
from the sequence homology to stand-alone pseudo-
uridine synthases, Cbf5 is almost certainly the core
enzyme that catalyses the pseudo-uridylation reac-
tion. Nop10 is a small basic protein that is only
partially structured in isolation,28 but interacts with
aCbf5 through a very extensive interface24–27 that
may stabilise the conformation of aCbf5 and affects
its enzymatic activity and specificity. Archaeal
L7Ae/eukaryotic Nhp2 belongs to a family of
RNA-binding proteins19,20,29–31 and, at least in the
case of L7Ae,27,30 recognises a characteristic RNA
structure, a K-turn, as do other members of this
protein family. aGar1 resembles RNA binding
domains found in translational initiation and elon-
gation factors, but apparently does not bind
RNA.26,27 Instead, it binds to aCbf5 independently
of aNop1032 and contacts a loop predicted to be
involved in RNA binding. This observation has led
to the speculation that aGar1 might be involved in
substrate loading and release.27 Although the recent
structure of a complete archaeal box H/ACA RNP
has revealed how each of these four proteins
recognises the guide RNA and the core aCbf5
component, the exact function of each of the other
small proteins in controlling the enzymatic activity
of these RNPs remains unclear.
The biogenesis of eukaryotic box H/ACA RNPs is
remarkably complex considering that most mature
H/ACA particles contain only five components.
While a functional archaeal RNP can be assembled
in vitro purely from the final RNP components,
eukaryotic box H/ACA RNP biogenesis in vivo is
initiated co-transcriptionally and requires additional
assembly factors and a specific nuclear trafficking
pathway. Two proteins play major roles in eukar-
yotic box H/ACA RNP assembly, Shq1 and Naf1:
depletion of either component leads to decreasedH/
ACARNP levels.33–37 Both proteins are conserved in
higher eukaryotes, but homologues have not been
identified in archaea so far. Yeast Naf1p was iden-
tified through its interaction in two-hybrid screens
with Cbf5p and Nhp2p.38 While co-immunoprecipi-
tation reveals that Naf1p interacts with all the
components of the mature H/ACA snoRNPs,34 it is
not present in the mature RNPs. Naf1 is co-trans-
criptionally recruited along with Cbf5p/NAP57 (the
rat Cbf5p orthologue) to H/ACA RNA transcription
sites,35,36,39,40 and depletion of NAP57 by RNAi abo-
lished Naf1 recruitment.36 Conversely, when Naf1 is
depleted in both yeast and humans, reduced levels of
Cbf5p/dyskerin are observed.34,35
The recruitment of Naf1 with Cbf5 by components
of the transcription apparatus suggests that it is a
central player in eukaryotic box H/ACA RNP
biogenesis. Its association with Cbf5 may be
necessary to stabilise Cbf5 and/or to recruit it to
H/ACA RNA transcription sites. It may also
facilitate the nuclear trafficking of the pre-H/ACA
RNPs, directing them to the appropriate nuclear
structure where final maturation and RNP assembly
occur. While the two other small protein compo-
nents of box H/ACA RNPs (Nop10 and Nhp2) are
recruited to the elongating polymerase together
with Cbf5 and Naf1, Gar1 is thought to associate
with the pre-RNP only later in the assembly
process.36,39,40 It has been proposed that Naf1 is
exchanged for Gar1 during RNP transport and that
this exchange may be the signal for activation of the
fully functional RNP.36
Here, we report the crystal structure of a domain
of yeast Naf1p determined at a resolution of 2.74 Å.
We show that this domain is structurally similar to
the core domain of archaeal Gar1, suggesting that
they share a common Cbf5 binding surface that
overlaps with the Naf1p dimer interface. We have
tested in vitro and in vivo the interaction of this
domain with other H/ACA proteins and shown that
the Naf1p dimer has to be disrupted by chemical
treatment or site-directed mutagenesis before this
domain is able to bind to Cbf5p.
Results and Discussion
Structure of the Gar1-homology domain of
Naf1p
Naf1p is a 55 kDa protein that contains regions of
low sequence complexity (rich in serine, proline and
glutamine residues; Figure 1(a)) which are predicted
to be unstructured. Due to these large unstructured
regions, the bacterially expressed protein was in
majority insoluble and the small soluble fraction
extremely unstable after purification. Smaller solu-
ble constructs were isolated by random domain
generation, soluble expression screens and limited
proteolysis (S.Q.-C. et al., unpublished results). Of
the final set of soluble domains, two constructs were
retained for structural investigation due to their
high solubility. These two domains overlap with the
region of Naf1p predicted to have homology with
Gar1 and have been called Naf1Δ1p (residues109–
232) and Naf1Δ2p (residues109–272) (Figure 1(b)).
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Both Naf1Δ1p and Naf1Δ2p constructs yielded
crystals, but a full X-ray diffraction dataset could
only be obtained on the Naf1Δ1p construct after
limited proteolysis. The protein crystallized in space
group P3121 with six copies in the asymmetric unit.
The structure was determined by single anomalous
diffraction (SAD) on a selenium-labelled protein at
2.95 Å. Only one selenium atom per protein (120
amino acid residues)was detectable, and this yielded
poor phasing power. The relatively poor initial maps
were significantly improved by electron density
averaging across the six molecules and the final
model was fully refined against a 2.74 Å dataset.
Since limited proteolysis was performed before
crystallization, the exact construct crystallized was
unknown, but its size was determined by mass
spectroscopy on dissolved crystals. The final model
in the longest chain comprises residues 120 to 220 of
Naf1p, corresponding to a mass of 11,468.3 Daltons.
The measured mass of 11,900 Daltons indicates that
someN and/or C-terminal residues are not visible in
the structure. Furthermore, the loop between resi-
dues 155 and 168 is not visible in some of the copies
in the asymmetric unit; a minor peak on the mass
spectroscopy spectrum is compatible with cleavage
of this loop in some polypeptide chains.
For NMR studies, both Naf1Δ1p and Naf1Δ2p
constructs were modified by introduction of a
cleavable N-terminal 6xHis-tag for collection of
1H-15N heteronuclear single-quantum coherence
(HSQC) spectra. Naf1Δ1p showed greater resonance
dispersion indicating that the protein is folded and
amenable to structural studies, but both spectra also
contain a large cluster of resonances near 8 ppm
suggestive of an unstructured region (data not
shown).
The structure of Naf1Δ1p comprises seven β-
strands and one α-helix (Figure 2(a)). It can be
described as a β–β sandwich with two antiparallel
sheets, β1β2β5β4b and β1β6β3β4a, the extended β1
strand being common to both sheets. The two sheets
pack tightly through hydrophobic interactions. The
structure can also be described as a six-stranded
antiparallel β-barrel with strand order β1β2β5(β4a/
β4b)β3β6. The β4a and β4b strands are described as
one broken strand to simplify the comparison with
other proteins containing this fold (see below). The
α1 helix is inserted between β5 and β6 and closes
one side of the barrel, while the loop between β2 and
β3 closes the other side. In contrast to the α1 helix,
which is tightly packed by hydrophobic interac-
tions, the loop between β2 and β3 is not visible in all
the copies of the asymmetric unit, probably reflect-
ing structural flexibility. The 17 N-terminal residues
before β1 wrap around almost half of the protein's
circumference on the side of the barrel and pack
along strands β6, β3 and β4a and β5. The packing of
the N-terminal residues is relatively tight and buries
a hydrophobic patch on the surface of the barrel.
These residues are not sensitive to proteolysis, sug-
gesting that they are an integral part of the core
Naf1p domain. In the crystal, this region is also in-
volved in extensive intermolecular crystal contacts.
Comparison with Gar1
The fold of Naf1Δ1p is most similar to proteins
belonging to the all-beta SCOP reductase/isomer-
ase/elongation factor class, as already noticed for
the archaeal Gar1 domain. Proteins belonging to this
class adopt a core six-stranded barrel with various
helical additions and insertions and have unrelated
functions. The proteins most similar to Naf1Δ1p
include the “core” Gar1 domain of aGar1 itself (PDB
code 2ey4; rmsd 1.64 Å for 69 residues, 19%
sequence identity), the N-terminal domain of ribo-
flavin synthase from Escherichia coli (PDB code 1il8;
rmsd 2.47 Å for 68 residues, 13% sequence identity),
ribosomal protein L35AE from Pyrococcus furiosus.
(PDB code 1sqr; rmsd 2.10 Å for 64 residues, 27%
sequence identity), a domain of F1-bovine ATPase
(PDB code 1h8e; rmsd 1.87 Å for 62 residues, 10%
sequence identity) and a domain of elongation factor
Ef-Tu (PDB code 1b23; rmsd 2.68 Å for 68 residues,
10% sequence identity). Although some proteins
containing this fold bind to RNA, there is no
common RNA binding region and the same fold
can also be involved in protein–protein interactions
or the binding of small molecules. Compared to
aGar1, Naf1Δ1p contains an additional α-helix
inserted between β5 and β6. This helix is also
present in the N-terminal domain of riboflavin
synthase and the aGar1 loop in this region contains
some helical turns. It therefore seems that this helix
is not unique to Naf1p, but a common structural
theme in this superfamily.
Naf1Δ1p is a structural homologue of the Cbf5
binding domain of aGar1
Naf1p interacts with Cbf5p and other nucleolar
proteins in vivo, but the details of these interactions
are unknown. Since Naf1p has a domain that adopts
the core aGar1 fold, it is tempting to speculate that
these domains are functional homologues as well.
Figure 3(a) shows Naf1Δ1p superposed on aGar1 in
the same orientation as in Figure 2(a), as observed in
the archaeal aGar1–aCbf5–aNop10 complex.26 The
aCbf5 interaction surface of aGar1 is located on the
β1β2β4β5 strands and the β1–β2, β2–β3 and β4–β5
hairpin loops. Helix α5 in aCbf5 packs roughly
perpendicularly to the aGar1 β-sheet, while α3 and
Figure 1. (a) Schematic domain structure of yeast Naf1p (WTNaf1p) and of the constructs used in this study
(Naf1Δ1p). (b) Sequence alignment of Naf1 and Gar1 protein families; the alignment is truncated at both the N and C
terminus of the domain homologous between both families. The structure-based alignment of Naf1p (this work) with
aGar1 (PDB code 2EY4) was used to align both families with T-Coffee.68 The secondary structures are shown at the top for
yeast Naf1p and at the bottom of the alignment for aGar1. The boundaries of the Naf1Δ1p construct used for structure
determination are indicated.
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β7 interact with strand β4 and the β2–β3 and β4–β5
loops of aGar1 (aCbf5 numbering is adapted from
Rashid et al.26). The interface mainly involves
hydrophobic interactions. The superposition of
Naf1Δ1p on aGar1 shows that the aCbf5 interaction
surface of aGar1 is structurally conserved in Naf1p
(Figure 3(a)). Moreover, the hydrophobic nature of
the residues at the interface is well conserved, for
example the two aromatic rings of Phe185 and
Phe192, plus Gly186, Pro187, Ile152, Val163 (Naf1p
Figure 2. (a) Stereo ribbon representation of the Naf1Δ1p monomer structure. The protein is coloured in graduated
colours from blue (N-terminal) to red (C-terminal); these Figures were generated with PyMol [http://pymol.sourceforge.
net/]. (b) Ribbon representation of the Naf1Δ1p dimer. The monomer on the left is presented in the same orientation as in
(a); bound sulfate atoms are shown in stick representation. (c) Ribbon representation of the Naf1Δ1p dimer, rotated by 90°
compared to (b). (d) Close-up representation of the Naf1Δ1p dimer interface (boxed in (c)); residues involved in
dimerization are represented in stick.
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numbering; Figure 3(b)). Asp43 in aGar1, involved
in hydrogen bonding to the absolutely conserved
His189 in aCbf5, is conservatively replaced by
Glu183 in Saccharomyces cerevisiae Naf1p and Gar1p
(Figure 3(b)). Since all the residues involved in
binding aCbf5 are conserved in Naf1Δ1p, without
any obvious structural impediments, it is very likely
that Naf1Δ1p is the bona fide Cbf5p binding module
of Naf1p and that the same interface is used to bind
Cbf5 in both Naf1p and aGar1.
Dimerization of Naf1Δ1p involves the putative
Cbf5p binding interface
The Naf1Δ1p protein is present in the asymmetric
unit as three independent dimers and the two
monomers forming the dimer are related by 2-fold
symmetry (Supplementary Data, Figure S1). The
dimerization surface involves one side on the barrel
with strands β1, β2, β4b and β5 stacked onto the
same strands of the opposing monomer (Figure 2(b)
and (c)). Dimerization buries 570 Å2 of solvent-
accessible surface per protein (10% of the total) and
involves 14 residues from each monomer, mostly
through hydrophobic interactions. His154, Phe192,
and Phe185 are involved in extensive stacking inter-
actions; Phe185 stacks onto Phe185 of the opposing
molecule, forming a continuous side-chain stack
along the interface. Five hydrogen bonds are formed
across the interface, Ser145–Ser145, His154–Glu148,
Gly186–Glu183 (Figure 2(d)), and one salt bridge
(Glu148–Lys144) is observed as well (Figure 2(d)).
Two sulfate molecules from the crystallization buffer
bind at the interface of the dimer (Figure 2(b)),
sandwiched between Lys144 of one monomer and
Lys209 of the other. This sulfate is present in every
copy of the asymmetric unit, but as the lysine
residues are not conserved in other species this
interaction probably aids in crystallogenesis rather
than reflecting an important functional feature.
In the asymmetric unit, two dimers interact
through the β2–β3 and β4–β5 loops, leading to a
tetramer with both dimers related by a 2-fold axis
with D2 symmetry (Supplementary Data, Figure
S1). The last dimer in the asymmetric unit also forms
the same tetrameric structure with the dimer
generated by the crystallographic 2-fold axis (Sup-
plementary Data, Figure S1). The dimer–dimer
interaction buries about 520 Å2 per chain, and is
compatible with a stable tetrameric arrangement in
solution. The β2–β3 loop, although at the interface
between two dimers, is not well structured in all of
the polypeptide chains present in the asymmetric
unit. However, this loop cannot have the same
conformation in all the molecules, as this would lead
to severe steric clashes. A minor peak in the mass
spectroscopy spectrum of the crystallized protein
indicates that a small fraction has been cut by the
protease in this loop.
In order to confirm the oligomeric state of the
Naf1Δ1p protein (∼14 kDa) in solution, T1 and T2
relaxation times were measured by NMR. The
average relaxation times were 817 ms and 54 ms,
respectively, over the well-structured region of the
protein; the overall rotational correlation time cal-
culated from these data, τc=14.5 ns, corresponds to a
protein of roughly 34 kDa. This result confirms that
the protein is a dimer in solution as well. Finally,
analytical ultracentrifugation measurements indi-
cate that Naf1Δ1p behaves as an ideal monomer–
dimer. Analysis of the velocity data indicates that
this protein exists as a homogeneous mixture of
dimer with a small amount of monomer, while the
equilibrium data indicate that the protein self-
associates reversibly with a Kd=20–90 μM (Supple-
mentary Data, Figure S2). From this analysis we can
conclude that Naf1Δ1p is a dimer in solution and
that tetramer formation is induced only in the crystal.
The model of Naf1Δ1p in complex with aCbf5 in
Figure 3(a) is shown in the same orientation as the
Naf1Δ1p monomer depicted on the left in Figure
2(b). It is clear that the predicted Cbf5p binding
surface of Naf1Δ1p, defined by analogy to aGar1,
overlaps with its dimerisation interface. Therefore,
Naf1p cannot bind to Cbf5p in the dimeric form. This
raises fundamental questions as to the function of
Naf1p and Gar1p. If Naf1p interacts with Cbf5p in
the same way as aGar1 does, the Naf1p dimer has to
be disrupted. Likewise, this interaction surface is
highly conserved in Naf1p and Gar1p leading to the
possibility that Gar1p may dimerise in solution, and
that Naf1p and Gar1p may interact through this
same surface to form a heterodimer. These hypoth-
eses have been addressed by studying the interaction
of Naf1Δ1p with box H/ACA RNP components.
Naf1Δ1p association with box H/ACA RNP
components
In order to study the interaction of Naf1Δ1p with
Cbf5p and Gar1p, we covalently attached yeast
Cbf5Δp, Gar1p, or afibrillarin used as a negative
control, to CNBr-activated Sepharose beads and
incubated the charged beads with purified recombi-
nant histidine-tagged Naf1Δ1p (see Materials and
Methods for details). Cbf5Δp is a truncated version
of Cbf5p lacking its 138 C-terminal amino acid
residues.41 It was used instead of full-length Cbf5p
because we have so far failed to obtain the entire
recombinant protein produced in E. coli in a soluble
form. Cbf5Δp is properly folded because it can
directly and specifically interact with H/ACA
snoRNAs in vitro.41 As shown in Figure 4, lane 5,
native Naf1Δ1p interacts very weakly with Cbf5Δp
in vitro; we hypothesise that this occurs because,
within the native Naf1Δ1p dimer, the Cbf5p binding
surface is not accessible for binding. In order for
Naf1p to interact with Cbf5p,we reasoned that in the
cell the Naf1p dimer must be broken up in order to
free the Cbf5p binding interface. In order to test this
hypothesis, we tried several chemical treatments of
Naf1Δ1p and tested the protein for interaction with
Cbf5Δp in vitro. Incubation of Naf1Δ1p in a glycine-
containing buffer at low pH (pH 2.5) immediately
prior to its addition to the beads, strongly increased
its binding to Cbf5Δp-coated beads (lane 13); the
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Figure 3 (legend on next page)
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interaction is specific, because no binding to afibril-
larin-coated beads (lane 11), used as negative control,
could be detected. We propose that treatment with
the acidic glycine buffer disrupts the dimer, exposes
the Cbf5p binding site of Naf1Δ1p and allows the
association with Cbf5Δp.
In order to assess whether this may occur in vivo
as well, we searched for mutants that disrupt the
Naf1Δ1p dimer and analysed them by NMR and
analytical ultracentrifugation. From the analysis of
the structure, we hypothesised that substitution of
the absolutely conserved G186 residue by a
glutamate would prevent the formation of the
two E183–G186 hydrogen bonds between Naf1Δ1p
monomers and strongly weaken dimerisation
(Figure 2(d)). Analysis of the mutant protein by
NMR using 15N-HSQC measurements shows a
drastic loss of signal corresponding to the protein
amides, suggesting that the oligomeric state of
Naf1Δ1G186Ep in solution is strongly altered.
Analytical ultracentrifugation velocity data indi-
cate that the Naf1Δ1G186Ep protein displays two
distinct species corresponding to the monomer and
trimer as well as a broad range of higher
molecular masses (Supplementary Data, Figure
S2). The trimer was present about ∼60% of the
time and higher-order oligomeric aggregates were
more prevalent than the monomer, and an
equilibrium constant for multimerisation could
not be calculated. The tendency for Naf1Δ1G186Ep
to multimerise indicates that the stable dimeric
association observed for the wild-type protein is
strongly perturbed by the G186E mutation. The
Naf1Δ1G186Ep protein was therefore tested for
interaction with Cbf5Δp in the hope that the G186E
replacement would affect only marginally the
proposed Cbf5p–Naf1p interaction. In contrast to
the Naf1Δ1p protein, Naf1Δ1G186Ep could interact
with Cbf5Δp without prior treatment with the acidic
glycine buffer (Figure 4, lane 6), demonstrating that
in Naf1Δ1G186Ep, the Cbf5p binding interface is
constitutively accessible. These results strongly
suggest that the Naf1p dimerization interface and
the Cbf5p binding interface overlap; this mutant
was therefore used in in vivo tests and the implica-
tions of this observation are discussed below.
Figure 4. Interactions of the Gar1-homology domain of Naf1p protein with Cbf5p and Gar1p. Native purified
recombinant histidine-tagged Naf1Δ1p (lanes 3, 5 and 7) and Naf1Δ1G186Ep (lanes 4, 6 and 8) were incubated with
afibrillarin-coated beads (lanes 3 and 4), Cbf5Δp-coated beads (lanes 5 and 6) and Gar1p-coated beads (lanes 7 and 8).
Naf1Δ1p and Naf1Δ1G186Ep previously treated with 24 mM glycine buffer (pH 2.5) (respectively, lanes 11, 13, 15 and
lanes 12, 14, 16) were incubated with afibrillarin-coated beads (lanes 11 and 12), Cbf5Δp-coated beads (lanes 13 and 14)
and Gar1p-coated beads (lanes 15 and 16). After precipitation and washing, beads were resuspended in protein
denaturing buffer. Aliquots of the resulting supernatants or ≅13% of the corresponding input were submitted to SDS–
PAGE and Western analysis using antibodies specific for the histidine tag. (1*): bands detected by antibodies specific for
the histidine tag corresponding probably to Naf1Δ1p multimeric forms. (2*): bands detected by antibodies specific for the
histidine tag corresponding to monomeric and aggregated forms of histidine-tagged Cbf5p released from the beads
during the elution.
Figure 3. (a) Superposition of the Naf1Δ1p monomer (rainbow colored) with aGar1 (coloured in grey) as observed in
the complex with archaeal aCbf5 (coloured in blue) and aNop10. Naf1Δ1p is in the same orientation as in Figure 2(a) and
(b) (left monomer). (b) Stereo representation of the interaction interface between Naf1p (orange)/aGar1 (light blue) and
aCbf5 (blue). This region is boxed in (a). Residues involved in contacts with aCbf5 are represented in sticks. Numbering
refers to Naf1p residues. (c) Model of Naf1p in complex with aCbf5/aNop10/L7Ae/guideRNA, rotated by 90° compared
to (a). The β7–β10 loop of aCbf5 is shown in the closed conformation and modelled by broken lines for the open
conformation. The N and C-terminal extensions of Naf1p, not present in the crystallized construct, are shown in blue and
red broken lines, respectively.
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Interestingly, Naf1Δ1p is able to interact specifi-
cally in vitro with Gar1p without any acidic glycine
buffer treatment (Figure 4, lane 7). We hypothesise
that Naf1Δ1p monomers produced by low level
Naf1Δ1p dimer dissociation under native conditions
may be captured by Gar1p to produce Naf1Δ1p/
Gar1p hetero-dimers. Nevertheless, as we would
predict, treatment with the acidic glycine buffer
improves the interaction between Naf1Δ1p and
Gar1p (compare lanes 1 to 7 and 9 to 15). As ex-
pected, however, theG186E replacement inNaf1Δ1p
inhibits the interaction with Gar1p (Figure 4,
compare lanes 7 to 8 and 15 to 16), although only
partially so. This is likely due to the fact that in the
case of the Naf1Δ1G186Ep/Gar1p hetero-dimer,
only one hydrogen bond is missing, whereas in the
Naf1Δ1G186Ep–Naf1Δ1G186Ep homodimer, two
stabilising hydrogen bonds cannot form.
Functional significance of the Cbf5p- interaction
surface of Naf1p
We next assessed whether the integrity of the Gar1
domain of yeast Naf1p, which mediates the inter-
action with Cbf5p in vitro, is essential for viability.
For this purpose, we performed plasmid shuffling
assays, using a genomic naf1 null strain (naf1::
kanMX4) harbouring a plasmid containing the wild-
type NAF1 gene and a URA3 marker. This strain
was further transformed with TRP1-containing
plasmids possessing the NAF1 wild-type gene or
derivatives encoding a Naf1p protein lacking the
Gar1 domain altogether (Naf1ΔGar1p), a Naf1p
protein containing glutamate instead of glycine at
position 186 (Naf1G186Ep), or just the Gar1 domain
of Naf1p (Naf1Δ1p). We addressed whether the
resulting transformed strains remained viable in the
absence of the URA3-NAF1 plasmid by assessing
their growth on a medium containing 5-fluoroorotic
acid. Only strains harbouring the TRP1-NAF1
plasmid can grow on such medium (Supplementary
Data, Figure S3). Since Naf1ΔGar1p, Naf1Δ1p and
Naf1G186Ep are expressed at the same level as wild-
type Naf1p (data not shown), these results suggest
that (i) the Gar1 domain is absolutely required for
the activity of Naf1p, (ii) the Gar1 domain alone
cannot fulfill all the functions of Naf1p, and (iii) the
G186E mutation destroys the function of Naf1p,
possibly by disruption of Naf1p dimerization.
In order to characterise more precisely the func-
tion impaired in the Naf1ΔGar1p, Naf1G186Ep and
Naf1Δ1p proteins, we assessed whether these
altered proteins are still able to associate in vivo
with box H/ACA snoRNP components. For that
purpose, we transformed plasmids encoding the
ZZ-tagged wild-type Naf1p or its derivatives into a
wild-type yeast strain and performed immunopre-
cipitation assays using IgG-Sepharose. As shown in
Figure 5, none of the altered versions of Naf1p
interacts with the H/ACA snoRNAs and proteins,
Figure 5. The Gar1-homology domain of Naf1p protein is absolutely required but not sufficient for the association of
Naf1p with H/ACA snoRNP components in vivo. Immunoprecipitation experiments were carried out using IgG-
Sepharose and total cellular extracts from different strains expressing the ZZ tag alone (lanes 9 and 10), Naf1p-ZZ (lanes 1
and 2), Naf1ΔGar1p-ZZ (lanes 3 and 4), Naf1G186Ep-ZZ (lanes 5 and 6) or Naf1Δ1p-ZZ (lanes 7 and 8). (a) and (b) RNAs
were extracted from the pellets obtained following precipitation (IP) or from an amount of input extract corresponding to
1/150th of that used for the precipitation (T). Extracted RNAs were analyzed by the Northern blot technique using
oligonucleotide probes specific to U3, snR11 and snR44 (a) or labelled with [32P]pCp and separated on a 6% sequencing
gel (b). M, molecular mass marker (ФX174 digested with Hinf1). (c) after precipitation and washing, beads were
resuspended in protein denaturing buffer. Aliquots of the resulting supernatants (IP, lanes 2, 4, 6, 8 and 10) and 1/20th of
the corresponding input extract (T, lanes 1, 3, 5, 7 and 9) were submitted to SDS–PAGE and Western analysis.
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in contrast with tagged wild-type Naf1p, which can
interact specifically with the box H/ACA snoRNP
components in the presence of endogenous Naf1p.
The immunolocalisation data for these proteins are
shown in Figure 6, and show that all proteins are
localised in the nucleus, with the exception of
Naf1Δ1p, which is localized in both the nucleus
and the cytoplasm. This indicates that the loss of
interaction of the Naf1p mutants is not due to a
defect of localisation that could affect their associa-
tion with snoRNP components. Thus, the Gar1
domain is absolutely required but not sufficient for
the association of Naf1p with components of H/
ACA particles in vivo. The G186E mutation, which
destabilises the Naf1p dimer but does not prevent
Cbf5p binding in vitro, also impairs binding to box
H/ACA snoRNP components in vivo. This discre-
pancy might arise from the fact that the alteration of
the oligomeric state of Naf1G186Ep also alters its
interaction with other factors thereby influencing its
Figure 6. Localisation of Naf1p mutants. Immunolocalisation of ZZ-tagged protein Naf1p, ZZ-tagged Naf1ΔGar1p,
ZZ-tagged Naf1G186Ep, and ZZ-tagged Naf1Δ1p. Immunofluorescence was carried out with anti-protein A antibodies
and anti-rabbit IgG TRITC conjugates. Yeast nuclei were visualized by DNA staining with DAPI.
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localisation, sequestering the pool of Naf1G186Ep or
preventing Naf1G186Ep to be recycled after one
round of transport of a box H/ACA particle.
Function of the Gar1-homology domain of Naf1p
The structure of the complete archaeal H/ACA
RNP bound to a single hairpin H/ACA RNA27
provides insight into the possible function of the
Gar1 domain of Naf1p during box H/ACA RNP
maturation. The aCbf5–aGar1–aNop10–L7Ae guide
RNA complex is shown in Figure 3(c) with Naf1p
superposed on aGar1 (aGar1 has been omitted for
clarity). In the complex, aGar1 interacts with the
β7–β10 loop of aCbf5 which is fully visible in the
aCbf5–aGar1–aNop10 structure26 (closed conforma-
tion, Figure 3(a) and (c)). In the aCbf5–aGar1–
aNop10–L7Ae–RNA complex, the β7–β10 hairpin
is flipped in the opposite direction and partially
disordered27 (open conformation, broken lines in
Figure 3(c)). This loop is thought to bind and
stabilise the substrate RNA in the closed conforma-
tion, whereas loading and release of the substrate
RNA is facilitated in the open conformation. It is
envisaged that binding of aGar1 to aCbf5 influences
the β7–β10 hairpin conformation, thereby modulat-
ing the association with the target RNA and there-
fore the activity of aCbf5. If Naf1 binds to Cbf5 in
the same way as Gar1, as our structure suggests, it
would also interact with the substrate-loading loop
and modulate the ability of Cbf5p to load and
release the target RNA. The interaction of Cbf5
with the core Naf1 domain, and also with regions
of Naf1 not present in our construct, may
contribute to inhibiting the activity of the enzyme
during transport by preventing loading of non-
cognate RNAs.
Conclusions
Naf1p likely plays an important role in the
assembly and transport of box H/ACA RNPs. We
have determined the structure of the domain of
yeast Naf1p that is closely related to the core domain
of aGar1. This structure unambiguously shows that
yeast Naf1p contains a domain structurally homo-
logous to aGar1, with a conserved Cbf5p binding
surface. Unexpectedly, this same surface is involved
in dimerisation of Naf1Δ1p both in the crystal and in
solution. This observation is especially noteworthy,
since it distinguishes the Gar1 domain of Naf1p
from Gar1, which is a monomer at least in archaea.
We have shown that the Naf1Δ1p dimer shows little
affinity for Cbf5p, and the interaction with Cbf5p
can only be observed when the Naf1Δ1p homo-
dimer is destabilized.
Modulation of the equilibrium between the
dimeric state of Naf1p and its complex with Cbf5p
provides an appealing hypothesis for the regulation
of box H/ACA RNP transport and assembly. It has
recently been shown that overexpressed human
Naf1 delocalises to the cytoplasm.42 This might be
due to a concentration effect, shifting the equili-
brium between monomeric and dimeric forms of
human Naf1. Naf1 most likely assembles along with
Cbf5, Nop10 and Nhp2, early during H/ACA
snoRNA transcription. During transport of the H/
ACA RNPs from the nucleoplasm to the nucleoli or
Cajal bodies, cellular conditions or some unknown
assembly factor(s) could push the equilibrium in
favour of dimerization of Naf1. Gar1 could also
compete with Naf1 for Cbf5 binding. If so, Gar1
could gradually be incorporated in the H/ACA
RNP and Naf1 might be sequestered in the dimeric
form, which is unable to interact with Cbf5. The
replacement of Naf1 by Gar1 would then ensure that
only mature and functional H/ACA RNPs are
formed.
Since the exact function of Gar1 is not known, the
function of Naf1 during maturation of the box
H/ACA particle is also elusive. Gar1 has been
proposed to be involved in the regulation of Cbf5
activity by modulation of the Cbf5 RNA substrate-
binding loop. Naf1 might also have a role in
modulating the activity of Cbf5 by interacting with
the RNA binding region of Cbf5 and maybe with the
boxH/ACARNA itself. The electrostatic potential of
Naf1p (Supplementary Data, Figure S4) is very
acidic and does not define any conserved positive
electrostatic patch that would be a candidate for an
RNA binding surface. Our results show that regions
outside the core-Gar1 domain are necessary for Naf1
function. It is interesting to note that the N and C
terminus of our construct are in close proximity to
the β7–β10 loop of Cbf5p in the model proposed for
this interaction (Figure 3(c)). The Naf1Δ1p construct
crystallized in this work ends at residue 220, and the
next 50 residues (220–270) that define the most
conserved region of Naf1p are present in construct
Naf1Δ2p (Figure 1(b)). Interestingly, the HSQC
spectrum of this longer construct contains only
three additional resonances, suggesting that the
Naf1Δ2p extension does not harbour any additional
structure. It is therefore probable that this region is
not part of the core Gar1-like structural domain, but
is instead the binding epitope for other yet to be
characterized factors. This region is rich in conserved
acidic and basic residues and is ideally placed to
interact with Cbf5p or to recruit other factors to this
region. Our work suggests that these regions are
important for localisation, but further experiments
are needed to define the precise role of these regions
in Naf1 function.
Material and Methods
Cloning, expression and purification of a soluble
Naf1p construct
Naf1p contains several regions of low sequence com-
plexity that are predicted to be unstructured. Not
surprisingly, full-length Naf1p is only weakly over-
expressed in E. coli, is difficult to purify to homogeneity
and does not crystallize. In order to find domains amen-
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able to structural studies by NMR or crystallography, we
developed a systematic procedure to generate multiple
random protein domains from the same protein and
screen them for solubility. Briefly, a random pool of
domains was generated by PCR using the complete NAF1
gene as a template and the random primer 5′-GACCAT-
GAGGACGTTAAGCTTNNNNNNNNNNNNNNN-3′.
This pool of PCR products was cloned into the HindIII site
of a derivative of pET9 vector. One-sixth of all clones are
in-frame with six histidine codons at the C terminus,
followed by the suppressible stop codon TAG and by a
cDNA coding for the green fluorescent protein (GFP).43
During the “on plate” expression tests of the library, GFP
acts as a solubility reporter, since it will not fluoresce if the
inserted open reading frame is out of frame or if the fusion
is insoluble.44
The Gold (DE3) expression strain pre-transformed with
a plasmid coding for the sup-tRNALys3 was transformed
with the collection of pET vectors containing the random
insertions. The two plasmids are independently main-
tained by selection with chloramphenicol and kanamycin,
respectively. About 2000 individual clones were plated
and placed at 37°C until colonies were observed. After one
or two days at 25 °C, GFP fluorescence was monitored.
Only about 0.1% of all colonies were green; seven of them
contained an insert larger than 300 nucleotides. The seven
plasmids were individually purified and re-transformed
into the Gold (DE3) strain without the sup-tRNALys3
plasmid. All seven constructs isolated expressed a soluble
protein domain even in the absence of GFP fusion that
could be purified as a soluble polypeptide. Ultimately, this
procedure yielded two soluble constructs covering the
domain of Naf1p predicted to be homologous to Gar1p
and comprising residues 109–232 (Naf1Δ1p) and 109–272
(Naf1Δ2p).
Both Naf1Δ1p and Naf1Δ2p were expressed in 1 liter of
2xYT cultures inoculated with transformed Gold (DE3),
followed by induction with 0.5 mM IPTG for 3 h at 37 °C.
Cells were harvested by centrifugation, resuspended in
40 ml of 20 mM Tris–HCl (pH 7.5), 200 mM NaCl, 5 mM
β-mercaptoethanol and stored overnight at −20 °C. Cell
lysis was completed by sonication. The His-tagged
proteins were purified on a Ni-NTA column (Qiagen
Inc.), eluted with imidazol and loaded on a Super-
dexTM200 column (Amersham Pharmacia Biotech), equi-
librated against 20 mM Tris–HCl (pH7.5), 200 mM NaCl,
10 mM β-mercaptoethanol.
Crystallization and data collection
While Naf1Δ1p and Naf1Δ2p failed to crystallize,
limited proteolysis of these domains showed that shorter
constructs could be generated pointing to the possibility
that flexible regions were hindering crystallization. Both
constructs were subjected to limited proteolysis and
screened for crystallization without further purification
or separation of the protease enzymes. The Naf1Δ1p con-
struct that underwent limited proteolysis was crystallized
at 293 K by the hanging drop vapour diffusion method
from 1:1 μl drops of protein (20 mg/ml in 20 mM Tris
(pH7.5), 200 mM NaCl, 10 mM BSH, 0.1 mg/ml papain)
and precipitant containing 2 M ammonium sulfate, 0.2 M
K/Na tartrate, sodium citrate (pH5.6). Crystals were
transferred in the mother liquor containing 30% (v/v)
ethylene glycol prior to flash freezing in liquid nitrogen.
Two X-ray diffraction data from crystals of the seleno-
methionine (SeMet)-substituted protein were collected on
beamlines BM30A (used for phasing) and ID14-3 (used for
refinement) at the ESRF. Data processing was carried out
with XDS or MOSFLM and SCALA.45–47 The crystals
belong to space group P3121 with six molecules per asym-
metric unit, corresponding to 40% solvent content. Cell
parameters and data collection statistics are reported in
Table 1.
Structure solution and refinement
The structure of the soluble domain of Naf1pwas solved
by single anomalous diffraction (SAD) using data to 2.95 Å
resolution collected from a single selenated crystal. The
program SHELXD48 was used to find an initial set of six Se
sites. Refinement of the Se sites and phasing were carried
out with the program SHARP.49 Phase refinement and
extension were carried out via density modification with
SOLOMON.50 Due to the low number of anomalous
scattering atoms (1 for 120 amino acids), this procedure
resulted in maps of relatively poor quality that allowed
only a few secondary structure elements to be identified.
However, inspection of the selenium sites in the asym-
metric unit revealed that they were arranged in pairs. This
pointed to the presence of three dimers corresponding to
60% solvent content. The non-crystallographic symmetry
(NCS) relating the six molecules was established using a
combination of manual rebuilding and superposition of
density with the homologous aGar1 structure. When the
NCS was found, the sixfold averaging of the density was
performed using the solvent flattening procedures of
resolve51 and dmulti,52 resulting in a greatly improved
map. Multiple cycles of manual and automatic rebuilding,
as implemented in resolve, finally enabled a complete
model to be built and refined using O and REFMAC.53,54
The model was fully refined and completed from the
higher resolution data set, using NCS restraints and TLS
refinement (1 group per molecule). Inspection of the final
refined structure revealed that the six additional sites were
in methionine residues located in a disordered loop.
Refinement statistics are shown in Table 1. All the residues
fall in favourable regions of the Ramachandran plot.
Table 1. Data collection and refinement statistics
Peak Native
Wavelength (Å) 0.9797 0.9797




Resolution (Å) 2.95 2.74
Total number of reflections 189,404 159,822
Total of unique reflections 14,225 18,030
Multiplicity 13.4 (13.7) 8.9 (9.1)
Rmerge
a 11.9 (52) 8.8 (59)
I/σ(I) 19.3 (5.6) 18.9 (3.3)
Overall completeness (%) 97.3 (96.8) 99.4 (99.7)












a Rmerge=∑h∑i|Ihi−bIhN|/∑h∑iIhi, were Ihi is the ith observa-
tion of the reflection h, while bIhN is the mean intensity of
reflection h.
b Rfactor=∑||Fo|−|Fc||/|Fo|. Rfree was calculated with
a set of randomly selected reflections (5%).
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Protein–protein interaction assays
Histidine-tagged Cbf5Δp and T7-tagged Gar1p proteins
are expressed in E. coli as insoluble aggregates. However,
soluble proteins could be obtained by incubation of the
corresponding inclusion bodies with 100 mM NaHCO3,
500 mM NaCl and 1% (w/v) SDS. Histidine-tagged
archaeal afibrillarin (from Pseudomonas abyssi) was purified
on Ni-NTA Sepharose beads (Qiagen) according to the
manufacturer's instructions in the following buffer: 20mM
Na2HPO3 (pH8), 200 mM NaCl, 0.2% (v/v) Triton X100,
2 mM MgCl2, 5 mM β-mercaptoethanol and 20% (v/v)
glycerol. Histidine-tagged Naf1Δ1p and Naf1Δ1G186Ep
were first purified on Ni-NTA Sepharose beads in 20 mM
Tris–HCl (pH 8), 200 mM NaCl, 0.2% Triton X100, 2 mM
MgCl2, 5 mM beta-mercaptoethanol and 20% glycerol and
subsequently on superdex 200 gel filtration column
(Amersham) in 20 mM Na2HPO3 pH 8, 200 mM NaCl,
0.2% triton X100, 2 mMMgCl2, 5 mM β-mercaptoethanol.
Cbf5Δp, Gar1p and afibrillarin proteins were immobilized
on CNBr-Sepharose activated beads (Roche), according to
the manufacturer's instructions. In some cases, Naf1Δ1p
and Naf1Δ1G186Ep were treated prior to the interaction
tests for 30 min at room temperature with a buffer
containing 24 mM glycine–HCl (pH 2.5). Binding assays
were performed in the following interaction buffer (IB):
20 mM Tris–HCl (pH 7.5), 500 mM NaCl and 0.05% (v/v)
NP40 for 2 h at room temperature. Beads were then washed
six times with 1 ml of IB. Proteins were eluted in 100 mM
Tris–HCl (pH 8), 4% SDS, 20% glycerol, 0.04% (w/v)
bromophenol blue, 200 mM DTT. His-tagged proteins
were detected by Western blot assays using anti-histidine
tag HRP-conjugated mouse monoclonal antibodies (6xHis
mAb/HRPconjugate; Clontech) diluted 500-fold.
Immunoprecipitation assays
These were performed as described.55
Immunolocalisation assays
Immunolocalisation of TAP proteins was performed as
described.56 Briefly, spheroplasts were incubated over-
night at 4 °C with rabbit anti-protein A antibodies (Sigma)
in phosphate-buffered saline/bovine serum albumin
(1:20,000 dilution). Fluorescence detection was achieved
with anti-rabbit IgG TRITC conjugates (Sigma) diluted
2000-fold, and DNAwas counterstained with DAPI. Ima-
ges were captured with a Coolsnap ES camera (Roper
Scientifics) mounted on a DMRB microscope (Leica) using
the Metavue software (Universal Imaging).
Plasmid shuffling assays
In order to assess whether Naf1ΔGar1p, Naf1G186Ep,
Naf1Δ1p and Naf1Δ1G186Ep could salvage growth of a
yeast strain totally devoid of endogenous Naf1p, we
constructed plasmids that constitutively express wild-type
Naf1p (pCH9), Naf1ΔGar1p (pCH11), Naf1G186Ep
(pCH13), and Naf1Δ1p (pCH47) from the GAR1 promo-
ter. The open reading frame (ORF) encoding Naf1Δ1p was
obtained by PCR amplification using the following oligo-
nucleotides: 5′-CCCCCCCAGATCTTGGTCCTATACTAT-
CGAAGAAC-3′ and 5′-CCCCCCAGATCTGCCTTTAACT-
CGAAAGTATCTAT-3′. The PCR product digested by BglII
was inserted in the BamHI-cut pHA113 vector (containing
the yeast TRP1marker sequence) downstream of the GAR1
promoter and upstream of a ZZ tag coding sequence
creating plasmid pCH47. ORFs encoding Naf1ΔGar1p and
Naf1G186Ep were amplified by PCR using the following
oligonucleotides; for the naf1Δgar1 ORF: 5′-CCCCCCCCT-
CGAGGAGTTAAAGCGCAAC′-3 and 5′-CCCCCCGCAT-




3. PCR products were digested by XhoI and SphI and
inserted in XhoI/SphI-cut pCH9, creating plasmids pCH11
and pCH13, respectively. The pCH36 plasmidwas obtained
by the ligation of an EcoRI/HindIII fragment from the
pFL38 plasmid (containing the URA3 gene57) with an
EcoRI/HindIII fragment from the pCH9 plasmid (contain-
ing the wild-type NAF1 gene). pCH9, pCH11, pCH13,
pCH47 were transformed into a naf1::kanMX4 strain
possessing the pCH36plasmid. To select cells able to survive
in the absence of pCH36 (URA3-containing plasmid), the
transformed naf1::kanMX4 strainswere streaked onminimal
medium containing 0.6 mg/ml of fluoroorotic acid.
NMR assignments and relaxation measurements
The plasmid expressing Naf1Δ1p was redesigned to
contain a 6xHis-tag and TEV cleavage site at the N
terminus in order to reduce spectral overlap from the
unstructured fusion tag. Isotopic labellingwas achieved by
expression in M9 media supplemented with [15N]NH4Cl
and [13C]glucose. Purified protein was concentrated with
an Amicon pressure cell to a final concentration of 1.0 mM
and dialyzed into 50 mMKCl, 50 mMKH2PO4, 4 mMDTT
(pH 7.0). NMR spectra were collected at 298 °K, processed
by NMRPipe,58 and viewed with Sparky (T. D. Goddard &
D. G. Kneller, SPARKY 3, University of California, San
Francisco). For assignment of the backbone amino acids,
triple resonance experiments were recorded on a Bruker
DRX 500 spectrometer equipped with Cryoprobe at
NMRFAM. Sequential backbone assignments were
obtained from HNCO,59,60 HNCA,60,61 HNCACB,62,60
and HN(CO)CACB62,60 spectra. Validation of the assign-
ments was obtained from the analysis of NOE patterns
observed in a 15N-NOESY-HSQC63 spectrum collected on a
Bruker DRX 750 MHz with a 100 ms mixing time.
Transverse T1 and T2 relaxation measurements64,65 were
obtained from a 15N-labelled sample with relaxation
delays varying between 10–850 ms and 8–160 ms, respec-
tively, at 500 MHz on a Bruker Avance spectrometer. T1
and T2 relaxation timeswere determined for each assigned
residue by fitting the peak heights to an exponential curve
with the Sparky software. An approximate rotational
correlation timewas estimated from the ratio of T1/T2:66,67






where τc is the rotational correlation time and ωN is the
Larmor frequency of nitrogen. The molecular mass was
then obtained from the Stokes–Einstein equation.
Analytical ultracentrifugation
Both Naf1Δ1p and Naf1ΔG186Ep were purified and
dialyzed into a buffer containing 50 mM KCl, 50 mM
KH2PO4 (pH 7.0), and 0.5 mM TCEP. To generate protein
species following the pH jumps, both the wild-type and
mutant proteins were dialyzed into a second buffer
containing 200 mM NaCl, 20 mM Tris–HCl (pH 7.5),
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2 mMMgCl2, 4 mM 2-mercaptoethanol, 0.2% Triton-X, and
20% glycerol. An equal volume of 0.1 M glycine (pH 2.5) in
the same buffer, but excluding Tris–HCl, was mixed with
the protein solution and incubated at 25 °C for 30min. After
acidic glycine treatment, the proteins were exchanged into
the first buffer by rapid dilution and gel filtration for the
centrifugation experiments. Data were collected on an
Ultracentrifuge XLI/A and analyzed with Ultrascan 9.0 by
the CAUMA facility at the University of Texas in San
Antonio. Equilibrium experiments were run from 25,000–
50,000 rpm over 107 h and measured by absorbance at
280 nm. Both proteins, under native conditions, were
submitted in a volume of 120 μl at six concentrations
between 35 μM and 0.3 mM. The velocity experiments
subjected samples to 60,000 rpm and were measured by
interference. Both proteins were provided in 450 μl at 0.1 M
in the native state and after treatment with acidic glycine.
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Résultats 
b) Discussion  
 
La détermination de la structure du domaine Gar1 de Naf1p nous a permis de mettre en 
évidence que ce domaine présente une structure tertiaire très similaire à celle de la protéine 
aGar1. De plus, il permet l’interaction entre la protéine Naf1ǻ1p et Cb5p probablement selon 
un mode identique à celui de aGar1. Nous avons mis en évidence que ce domaine est 
strictement essentiel in vivo mais qu’il n’est pas suffisant pour permettre la viabilité cellulaire 
et l’interaction avec les composants des particules H/ACA. De façon surprenante, la protéine 
Nafǻ1p est sous forme dimérique dans le cristal ainsi qu’en solution. Nous avons montré que 
cette homodimérisation empêche l’interaction avec la protéine Cbf5p. En effet, nous avons du 
réaliser un traitement chimique de la protéine Naf1ǻ1p avec une solution concentrée de 
glycine à pH2.5 afin de séparer les sous-unités du dimère pour permettre l’interaction avec 
Cbf5p. Nous avons également pu empêcher la formation des dimères en mutant un résidu très 
conservé (la glycine 186) absolument crucial pour la dimérisation. De façon intéressante, la 
glycine 186 est absolument requise pour les fonctions essentielles de Naf1p in vivo. Pour 
l’instant, nous ne disposons pas encore de résultats nous permettant de déterminer si cette 
dimérisation à une signification physiologique. Nous ne pouvons pas exclure le fait que cette 
dimérisation soit un artefact du à l’expression d’une forme raccourcie de Naf1p et qu’elle 
n’ait pas lieu lorsque les domaines amino et carboxy-terminaux de Naf1p sont présents.  
La similarité de structure que nous avons mise en évidence entre le domaine Gar1 de 
Naf1p et la protéine aGar1 suggère qu’elles pourraient être en compétition pour l’interaction 
avec Cbf5p. Cette hypothèse est confortée par des résultats obtenus pour les particules 
humaines dans le laboratoire de T.Meier (Darzacq, Kittur et al. 2006). Ils ont mis en évidence 
dans des tests de reconstitution des particules in vitro que hNaf1 interagit directement avec 
dyskérine et qu’elle est intégrée dans un tri-complexe contenant les protéines 
dyskérine/Nop10/Nhp2. D’autre part, la présence de hNaf1 au sein de ce tri-complexe inhibe 
le recrutement de la protéine Gar1. Il a donc été proposé que hNaf1 et Gar1 sont en 
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Discussion et perspectives 
I. Les RNP H/ACA au cours de l’évolution 
 
Les particules ribonucléoprotéiques de type H/ACA sont retrouvées des archées aux 
eucaryotes supérieurs. Chez les RNP H/ACA d’archées (sRNP H/ACA) l’homologue de la 
protéine Nhp2p est la protéine L7Ae. L7Ae fait également partie des particules de type C/D et 
des ribosomes. Elle reconnaît au sein de ces trois types de structure le même motif ARN 
nommé Kink-turn. La présence d’une seule et même protéine au sein de ces trois types de 
complexes suggère qu’ils ont une origine commune. Il a été proposé que ces différentes RNP 
auraient été présentes dans un seul et même complexe, un ribosome archaïque, chez un 
ancêtre commun aux archées et eucaryotes. Au sein de ce complexe, les « modules » 
correspondant aux ancêtres des RNP H/ACA et C/D auraient agit en cis pour guider des 
pseudouridylations lors du processus d’assemblage du ribosome. Au cours de l’évolution, ces 
« modules » se seraient détachés et auraient acquis les spécificités que nous leur connaissons 
(pour revue: (Tran, Brown et al. 2004). Cette séparation a probablement représenté un intérêt 
pour le processus d’assemblage des ribosomes et les particules résultantes ont par conséquent 
été conservées. Un des premiers avantages possible est qu’en étant séparés des ribosomes les 
RNP H/ACA ont pu se multiplier et évoluer plus rapidement. En effet, à l’heure actuelle, 
plusieurs dizaines de RNP H/ACA sont connues. Si la séparation n’avait pas eu lieu, il parait 
difficile d’imaginer qu’un aussi grand nombre de RNP auraient trouvé leur place au sein du 
ribosome sans en altérer la fonction. Au cours de l’évolution, ces RNP H/ACA indépendantes 
ont acquis la capacité de guider de nouvelles modifications. L’utilisation d’un ARN guide 
pour sélectionner l’uridine cible a ainsi permis d’augmenter considérablement le nombre de 
pseudouridylations au sein des ribosomes d’archées et eucaryotes par rapport aux ribosomes 
bactériens. Cette évolution aurait sans doute été bien plus difficile via l’utilisation d’une 
enzyme spécifique pour chaque uridine cible. En effet, le ciblage d’une nouvelle modification 
ne nécessite qu’un nombre limité de mutations afin de permettre à l’ARN H/ACA de 
s’apparier au nouveau substrat. Le processus de sélection naturelle a, sans doute, permis de 
conserver les ARN H/ACA issus de ces évènements mutationnels dans la mesure où les 
modifications qu’ils guident confèrent un avantage sélectif. 
 
De plus, des RNP H/ACA présentant des fonctions de chaperons sont apparues chez 
 90 
Discussion et perspectives 
les eucaryotes (aucun homologue n’a pour l’instant été identifié chez les archées), ce sont les 
RNP H/ACA contenant les snoARN snR10 et snR30. Chez les eucaryotes supérieurs certaines 
RNP H/ACA ont évolué pour changer de localisation et de cibles, ce sont les scaRNP 
H/ACA. Elles ciblent des pseudouridylations au sein des snARN de la machinerie d’épissage 
et sont localisées dans les corpuscules de Cajal. Enfin, chez les vertébrés, l’ARN de la 
télomérase a acquis un domaine de type H/ACA. Ce domaine ne permet pas de guider de 
pseudouridylation et semble avoir un rôle dans le transport de la particule télomérase. En 
effet, il a été montré que ce domaine H/ACA permet la localisation de l’ARN de la télomérase 
au sein des corpuscules de Cajal (Jady, Bertrand et al. 2004). Cette localisation pourrait jouer 
un rôle important dans la régulation de l’activité du complexe. Il a été proposé que les 
corpuscules de Cajal pourraient acheminer le complexe télomérase au niveau des télomères 
(Jady, Richard et al. 2006). De façon surprenante, l’ARN de la télomérase a acquis un 
domaine H/ACA uniquement chez les vertébrés. En effet, chez la levure par exemple, il 
contient à la place un domaine de type Sm (Seto, Zaug et al. 1999). Nous ne connaissons pas, 
à l’heure actuelle, ce que traduisent ces différences. Il serait intéressant de déterminer quel 
pourrait être l’effet d’un remplacement du domaine H/ACA par un domaine Sm, sur 
l’accumulation de la particule télomérase humaine, sur sa localisation et également sur son 
activité. 
Il demeure encore quelques ARN de type H/ACA dits orphelins car aucune cible ni 
aucune fonction ne leur a été attribuée. Un de ces ARN, nommé HBI-36 chez l’homme et 
MBI-36 chez la souris présente la particularité de n’être exprimé que dans le cerveau. Il est 
donc possible qu’il présente une fonction spécifique au sein de cet organe.  
De façon intéressante, il semble que l’ARNm RPS28A ait acquis la capacité 
d’interagir avec les protéines Gar1p et Nhp2p chez la levure Saccharomyces cerevisae. La 
prédiction de structure secondaire indique qu’une portion de cet ARN pourrait adopter une 
structure de type H/ACA (Torchet, Badis et al. 2005). Il a été proposé que ce domaine 
pourrait être requis pour la régulation post-transcriptionnelle de l’ARN. Il serait intéressant de 
déterminer si cet ARN est également associé aux protéines Cbf5p et Nop10p et dans quel 
mesure l’absence d’une de ces protéines modifie l’accumulation de l’ARNm RPS28A. 
 
 Au cours de l’évolution, les RNP H/ACA se sont multipliées mais également 
diversifiées. Pour cela, elles ont du subir des modifications requises pour leurs nouvelles 
fonctions et/ou localisation telles que l’acquisition d’une boite CAB (Cajal Body box) pour 
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les scaARN et l’ARN de la télomérase permettant la localisation dans les corpuscules de Cajal 
ou encore un domaine de type CR7 au sein de la télomérase. L’ARN snR30 présente 
également deux séquences spécifiques requises pour la production de l’ARNr de 18S (Atzorn, 
Fragapane et al. 2004). Il a été proposé que ces deux séquences pourraient permettre 
l’appariement avec le pré-ARNr de 35S.  
 
En conclusion, la classe des ARN H/ACA est très répandue (sans doute une des plus 
grandes classes d’ARN non codant) et présente de nombreuses fonctions. Une telle 
multiplication et diversification suggère que ce type de motif a du conférer un avantage 
certain au cours de la sélection naturelle. Il est important de déterminer de façon précise 
comment se déroule le processus d’assemblage de ce type de particule et dans quelle mesure 
ce processus a été conservé pour toutes les particules de type H/ACA. 
II. Processus d’assemblage des RNP H/ACA 
 
Les données dont nous disposons sur l’assemblage des particules H/ACA chez les 
archées et les eucaryotes ont été présentées dans l’introduction de ce manuscrit. Il apparaît, 
bien que nous ne disposions pas de données de structure pour les particules eucaryotes, que 
l’agencement des différents composants au sein du complexe ait été relativement bien 
conservé. 
Néanmoins, il existe certaines différences telles que l’acquisition de domaines 
supplémentaires au sein des protéines (domaines GAR, KKE.. etc) qui entraînent 
probablement des différences d’interaction et/ou de positionnement des différents membres 
les uns par rapport aux autres dans le complexe. Il est également possible que ces extensions 
protéiques soient requises pour des étapes d’assemblage des différents composants 
spécifiques aux complexes eucaryotes chez lesquels la séparation des lieux de synthèse des 
protéines et des ARN a probablement rendu le processus plus complexe.  
 
Nous disposons à l’heure actuelle d’un certain nombre de données sur la manière dont 
sont disposés les différents composants au sein des particules H/ACA d’archées et eucaryotes 
obtenues par des expériences d’assemblage in vitro. Néanmoins, il demeure de nombreuses 
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questions concernant le mode d’assemblage de ces complexes in vivo. Les mécanismes 
d’assemblage semblent différer entre archées et eucaryotes. En effet, chez les eucaryotes ce 
processus requiert la participation de plusieurs facteurs dits « d’assemblage », semblant être 
absents chez les archées. Il est toutefois possible que des homologues de ces facteurs existent 
chez les archées mais que leur séquence soit trop dégénérée pour être identifiée comme telle. 
Les deux facteurs les mieux caractérisés sont Naf1p et Shq1p. Les étapes de synthèse des 
ARN et des protéines étant séparées chez les eucaryotes, les protéines doivent être 
acheminées dans le noyau, jusqu’à un endroit bien précis, afin de s’associer avec l’ARN. Il est 
probable que cette complexification apparue chez les eucaryotes ait nécessité la participation 
de protéines auxiliaires présentant des fonctions de chaperons d’assemblage. 
La protéine Shq1p a été, comme Naf1p, initialement identifiée chez la levure 
Saccharomyces cerevisiae où elle est nucléoplasmique et spécifiquement requise pour 
l’accumulation des composants des snoRNP H/ACA. De plus, Shq1p interagit directement in 
vitro avec la protéine Naf1p et en double hybride avec Rnt1p (Yang, Rotondo et al. 2002). 
Rnt1p est une protéine à activité endonucléasique requise pour la maturation de certains pré-
snoARN H/ACA en ARN mature. Shq1p semble être requise, dans le processus 
d’assemblage, à une étape plus tardive que Naf1p. En effet, lors des expériences 
d’immunoprécipitation de chromatine, nous n’avons mis en évidence aucune interaction entre 
Shq1p et les gènes codant les snoARN H/ACA. Pok Kwan Yang et collaborateurs ont montré 
une interaction directe in vitro entre Naf1p et Shq1p. Néanmoins, lors des expériences de 
purification TAP, Shq1p n’a pas été retrouvée dans les complexes associés à la protéine 
Naf1p. Il est possible que cela soit dû à un problème technique ou à une interaction entre les 
deux protéines trop transitoire in vivo pour être visualisée par ce genre d’approche. De façon 
intéressante, il a été mis en évidence, au laboratoire, par Véronique Dossat et Christophe Dez, 
que Shq1p est associée à la protéine Gar1p-TAP. Cette donnée est en parfait accord avec 
l’hypothèse selon laquelle Shq1p serait requise dans des étapes tardives d’assemblage dans la 
mesure où elle interagit avec Gar1p et que de nombreuses données suggèrent que Gar1p est 
recrutée tardivement au sein des particules H/ACA en formation. Toutefois, nous ne pouvons 
pas exclure l’hypothèse d’une implication de Shq1p dans une étape antérieure au recrutement 
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A. Modèle du mode d’assemblage des particules H/ACA 
chez les Archées
 
Les données de reconstitution de particules in vitro suggèrent que la protéine L7Ae 
pourrait, comme dans le cas des particules de type C/D, être la première protéine à s’associer 
au sARN H/ACA. En effet, il a été mis en évidence que, bien que aCbf5 soit capable 
d’interagir directement et de façon indépendante avec l’ARN, la présence de la protéine L7Ae 
augmente de façon significative son affinité pour l’ARN (Charpentier, Muller et al. 2005). Il 
est possible que L7Ae permette la structuration correcte du site de liaison à aCbf5 ; au sein de 
l’ARN. A l’heure actuelle, aucune donnée ne permet de déterminer de façon plus précise 
comment se déroule la suite du processus d’assemblage. Il est possible que les protéines 
soient pré-assemblées avant leur association avec l’ARN ou bien qu’elles soient recrutées de 
façon séquentielle. Pour répondre à ces questions, il faudrait, entre autre, supprimer 
l’expression de chacune de ces protéines,  déterminer l’effet que cela provoque sur 
l’accumulation des autres membres du complexe et dans quelle mesure ils sont toujours 
capables de former des sous-complexes.  
 
B. Modèle du mode d’assemblage des particules H/ACA 
chez les eucaryotes 
 
Les données in vivo dont nous disposons sur les RNP H/ACA nous permettent de 
proposer le modèle présenté dans la figure 58. La protéine Naf1p jouerait un rôle primordial 
lors des premières étapes du processus d’assemblage des RNP H/ACA. Elle serait recrutée 
très précocement au niveau des sites de transcription des gènes codant les ARN H/ACA via 
une interaction directe avec le pré-ARNr H/ACA en cours de synthèse. Il est probable que 
l’interaction entre Naf1p et Cbf5p soit cruciale lors de cette étape car lorsque Naf1p ne 
possède plus le domaine d’interaction avec Cbf5p, le domaine GAR1, elle n’est plus présente 
au niveau de la chromatine. Cela a été mis en évidence par des expériences de ChIP en 
collaboration avec l’équipe de Guillaume Chanfreau. Dans la mesure où nous avons montré 
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FIGURE 58:  Modèle du mode d'assemblage des RNP H/ACA
Role of Shq1p? 
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n’empêche pas l’interaction spécifique entre Naf1p et les ARN H/ACA in vitro, nous 
proposons que la liaison de Naf1p avec Cbf5p est requise, in vivo, pour la stabilisation du 
complexe Naf1p/ARN/Cbf5p.  
Les protéines Nhp2p et Nop10p se semblent pas présenter de signal d’importation 
nucléaire (NLS). Ce sont des protéines de petite taille (inférieure à 25kDa) donc elles peuvent 
diffuser librement à travers la membrane nucléaire. Néanmoins, il est possible qu’elles soient 
acheminées dans le noyau de façon active (et donc plus efficacement) via une interaction avec 
la protéine Cbf5p, pour laquelle plusieurs NLS possibles ont été prédites. Il y aurait donc 
assemblage entre les protéines Cbf5p, Nop10p et Nhp2p avant leur importation dans le noyau. 
Il serait intéressant de déterminer si ces prédictions sont justes en supprimant certains acides 
aminés au niveau de ces séquences afin de déterminer si elles sont requises pour la 
localisation de Cbf5p et éventuellement de Nhp2p et Nop10p.  
Différentes données suggèrent que la protéine Gar1p est recrutée de façon plus tardive 
au sein de la particule. En effet, elle n’est pas présente au niveau de la chromatine contenant 
les gènes codant des ARN H/ACA (Yang, Hoareau et al. 2005), (Darzacq, Kittur et al. 2006), 
(Ballarino, Morlando et al. 2005). De plus, Patricia Richard de l’équipe de Tamas Kiss a mis 
en évidence que Gar1p n’est pas associée, contrairement à Dyskérine, au pré-ARNm de la E-
globine contenant dans un intron le snoARN U64. Gar1p étant associée au snoARN mature, 
cela suggère qu’elle ne serait recrutée qu’après l’étape d’épissage du pré-ARNm (Richard, 
Kiss et al. 2006). Nous proposons que Naf1p, en interagissant avec Cbf5p, occupe le site de 
liaison à Gar1p au sein de la particule en cours de formation. Gar1p étant nécessaire pour 
l’activité optimale de la particule, la présence de Naf1p pourrait, en empêchant le recrutement 
de Gar1p, prévenir une activité prématurée de particules encore immatures.  
Nous avons mis en évidence que la protéine Naf1ǻ1p, une forme de Naf1p constituée 
uniquement de la région centrale contenant le domaine GAR1, est capable de 
s’homodimériser. Cette dimérisation implique le domaine GAR1 et il est possible qu’elle soit 
requise pour la dissociation de la protéine Naf1p des RNP H/ACA. La figure 59 présente le 
modèle que nous proposons. La protéine Naf1p se trouverait en deux exemplaires au sein de 
la pré-particule H/ACA, chaque copie participant à l’assemblage d’un complexe sur chacune 
des deux tiges. Au cours du processus d’assemblage, il est possible que le complexe acquiert 
une conformation telle que les deux exemplaires de Naf1p puissent s’homodimériser et ainsi 
se dissocier de Cbf5p et de la particule. La protéine Cbf5p étant accessible, Gar1p pourrait 
alors être recrutée. Il sera bien sur important de déterminer si effectivement Naf1p est capable 
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de former un homodimère in vivo.  
Nous ne disposons pas encore de données permettant de dire à quelle étape Shq1p 
intervient. Néanmoins, le fait qu’elle ait été trouvée dans des complexes co-purifiés avec 
Gar1p, qu’elle ne soit pas associée à la chromatine et qu’elle interagisse in vitro avec Naf1p 
laisse supposer qu’elle pourrait être requise au cours de la transition entre les étapes de 
dissociation de Naf1p et de recrutement de Gar1p. De plus, il a été mis en évidence que 
Shq1p interagit avec la protéine Rnt1p. Celle-ci étant une endonucléase requise pour, entre 
autre, la maturation des pré-ARN H/ACA (Chanfreau, Legrain et al. 1998), il est possible que 
Shq1p ait un rôle important non seulement dans le processus d’assemblage de la particule 
mais également dans les étapes de maturation des extrémités du pré-ARN H/ACA via le 
recrutement de facteurs de maturation tels que Rnt1p. 
Afin de caractériser plus précisément les rôles des protéines Shq1p et Naf1p dans 
l’assemblage des RNP H/ACA, il sera nécessaire de réaliser, entre autre, une étude complète 
de toutes les interactions entre les composants des particules H/ACA et ces deux protéines. 
 
De plus, il faudrait poursuivre l’étude des différents domaines de la protéine Naf1p. 
Nous avons d’ores et déjà déterminé que le domaine de liaison à l’ARN de Naf1p semble se 
trouver dans la région centrale de la protéine. Nous avons montré que le domaine GAR1 n’est 
pas strictement indispensable pour la liaison spécifique à l’ARN. Nous avons noté la présence 
dans la région centrale d’une portion très conservée, que nous avons nommée « domaine 
UCDN » (Ultra Conserved Domain of Naf1p). Nous avons montré que l’expression du 
domaine GAR1, seul in vivo, ne permet pas d’assurer la viabilité cellulaire. La portion de 
Naf1p minimale présentant toutes les fonctions essentielles correspond à la région centrale de 
la protéine contenant à la fois le domaine GAR1, le domaine UCDN ainsi qu’une partie d’une 
NLS probable. Nous avons montré que le domaine GAR1 permet l’interaction avec Cbf5p. Il 
serait intéressant de tester si le domaine UCDN permet quant à lui la liaison de Naf1p aux 
ARN H/ACA.  
Les domaines riches en sérine (domaine S) et proline/glutamine (domaine P/Q) 
positionnés aux deux extrémités de la protéine Naf1p ne sont pas essentiels in vivo. 
Néanmoins, l’expression d’un forme de la protéine Naf1p dépourvue des domaines P/Q 
entraîne un léger retard de croissance ce qui suggère qu’ils sont requis pour l’activité optimale 
de Naf1p. Nous ne connaissons pas encore le rôle de ces domaines. Nous avons montré qu’ils 
ne sont requis ni pour la liaison à Cbf5p ni pour la liaison à l’ARN. Le domaine S contient 
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une grande proportion de résidus chargés négativement ainsi que plusieurs sites potentiels de 
phosphorylation par la caséine kinase II (CKII). Michèle Caizergues-Ferrer a montré 
qu’effectivement il existe, au sien de la protéine Naf1p, des sites phosphorylés par la CKII in 
vitro. Il serait intéressant de déterminer s’il en est de même in vivo et si tel est le cas, quels 
sont les effets entraînés par l’inhibition de ces phosphorylations.  
 
 
En conclusion, les particules H/ACA ne sont constituées que de cinq composants. 
Néanmoins, il semble qu’elles requierent, chez les eucaryotes, un système d’assemblage et de 
transport complexe dans lesquels sont impliquées les protéines Naf1p et Shq1p mais 
également plusieurs autres protéines: SMN, Nopp140 et les hélicases p50/p55 (Pellizzoni, 
Baccon et al. 2001), (Bachand, Boisvert et al. 2002), (Yang, Isaac et al. 2000), (King, Decatur 
et al. 2001). De plus, des travaux initiaux ont montré que PHAX interagit avec l’ARN de la 
télomérase (Boulon, Verheggen et al. 2004). Il est tentant d’imaginer que, comme dans le cas 
des RNP C/D, la protéine PHAX est requise pour l’adressage de la télomérase au niveau des 
corpuscules de Cajal. Il serait intéressant de tester cette hypothèse ainsi que l’implication de 
PHAX dans la localisation des RNP de type H/ACA au sein des corpuscules de Cajal. De 
plus, il a été montré que la protéine Crm1p est requise pour l’acheminement des snoRNP C/D 
des corpuscules de Cajal vers le nucléole (Boulon, Verheggen et al. 2004). Son éventuelle 
implication dans le transport des snoRNP H/ACA devra également être investiguée.  
De nombreuses études sont encore à réaliser afin de déterminer les fonctions exactes 
exercées par ces différents facteurs dans l’assemblage, l’adressage et la fonction des RNP 
H/ACA. 
 
 Il est important de noter que toutes les particules H/ACA ne sont pas strictement 
identiques. En effet, tout d’abord, le composant ARN est spécifique à chaque particule. Bien 
qu’il contient des structures et des boites conservées, chaque ARN a une séquence distincte. 
Nous avons mis en évidence que ces spécificités entraînent des différences de comportement 
des particules lorsque que l’on introduit par exemple des mutations dans la protéine Nhp2p 
(Henras, Dez et al. 2001) ou encore lors des tests de « décortication » des particules H/ACA 
(Henras, Capeyrou et al. 2004). De plus, j’ai également mis en évidence lors de ma thèse que 
l’absence des domaines riches en proline et glutamine au sein de la protéine Naf1p entraîne 
des effets variables sur l’accumulation des snoARN H/ACA chez la levure. En effet, nous 
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avons observé que certains snoARN étaient sous-accumulés alors que d’autres étaient sur-
accumulés ou bien non affectés lors de l’expression de la protéine Naf1'PQp. Il serait 
intéressant de déterminer ce que signifient ces comportements variables. Sont-ils dus à des 
modifications de morphologie et/ou de composition des différentes particules. Il est possible 
que cela reflète le fait que certaines particules sont associées à des protéines spécifiques 
comme c’est le cas de la RNP H/ACA contenant le snoARN snR5 qui contient, en plus des 
protéine Cbf5p, Np2p,Nop10p et Gar1p, les complexes Lsm2-Lsm7 (Fernandez, Pannone et 
al. 2004). Il apparaît important d’identifier toutes les protéines spécifiques de chaque RNP 
H/ACA et de déterminer quels sont leurs rôles. Il est fort probable que des particules telles 
que celles contenant les ARN snR30 et snR10 contiennent des protéines auxiliaires participant 
à leur fonction de chaperon du processus de production de l’ARNr de 18S. 
 
III. Dégradation des RNP H/ACA mal formées  
 
 Les processus de synthèse et d’assemblage des RNP H/ACA ont fait l’objet d’une 
large description dans ce manuscrit. Il est également important de discuter de la possible 
existence de mécanismes de dégradation des RNP H/ACA. Par analogie avec ce qui a été 
montré pour les ARN ribosomiques (Dez, Houseley et al. 2006), il est probable que 
l’exosome et le complexe TRAMP soient requis pour la dégradation des snoARN H/ACA. En 
effet, il a été mis en évidence que des formes polyadénylées de certains snoARN H/ACA 
s’accumulent dans une souche présentant une invalidation du gène RRP6 (souche ǻrrp6) (van 
Hoof, Lennertz et al. 2000). La protéine Rrp6p est un composant crucial de l’exosome 
nucléaire. Il a été proposé que ces formes polyadénylées correspondent à des formes 
aberrantes de snoARN dirigées vers une voie de dégradation impliquant l’exosome. Leur 
polyadénylation serait réalisée par le complexe TRAMP. Il a été mis en évidence qu’une telle 
polyadénylation permet une dégradation plus efficace par l’exosome (LaCava, Houseley et al. 
2005). Ces espèces polyadénylées ne seraient pas visualisables dans un complexe sauvage car 
elles présenteraient des durées de vie très courtes. Il serait intéressant de déterminer si ce 
système de dégradation participe à la perte d’accumulation des ARN H/ACA lorsque l’on 
supprime l’expression des protéines Cbf5p, Nhp2p, Nop10p, Naf1p ou Shq1p.  
De plus, il a été mis en évidence que la suppression de l’expression de Rrp6p entraîne 
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une concentration de la protéine Nop1p et du snoARN U14, deux composants des RNP de 
type C/D, au sein d’un sous domaine nucléolaire détectable uniquement dans ce contexte 
mutant. Ce domaine a été nommé « poly(A) domain » car il contient des formes 
polyadénylées du snoARN U14 (Carneiro, Carvalho et al. 2007). La détermination de la 
localisation des snoARN H/ACA et des protéines H/ACA dans la souche ǻrrp6 permettrait de 
déterminer si cette structure présente une fonction générale dans la dégradation des RNP 
nucléolaires. De plus, il sera important de déterminer si en absence de l’une des protéines du 
complexe, les ARN H/ACA sont dégradés selon un mode « actif » ou bien tout simplement 
lors du processus de maturation par l’exosome qui, du fait de l’absence d’une ou plusieurs 
protéines, digérerait de façon aberrante l’ARN non protégé. L’existence d’un mode actif de 
dégradation suppose l’existence de facteurs permettant de reconnaître les particules aberrantes 
et de les diriger vers les voies de dégradation adéquates. L’identification de ce genre de 
facteur ne sera sans doute pas chose aisée. Des approches génétiques telles que des recherches 
de suppresseurs multicopies de mutations dans les gènes NAF1 et SHQ1 pourraient permettre 
l’identification de gènes dont la mutation permettrait de favoriser l’accumulation des 
particules H/ACA normalement déstabilisées par la présence de mutations dans les gènes 
NAF1 et SHQ1. Les gènes identifiés par cette approche pourraient correspondre à des facteurs 
nécessaires au ciblage des particules aberrantes vers la dégradation.   
 
 Enfin, il semble qu’il existe également un système de dégradation des composants 
protéiques des RNP H/ACA. En effet, lorsque l’on déstabilise le complexe en supprimant 
l’expression de Cbf5p, Nhp2p, Nop10p, Shq1p ou Naf1p, on observe un défaut 
d’accumulation des ARN H/ACA ainsi que des protéines Cbf5p, Nop10p et Gar1p. Cela 
suggère qu’il existe un système de dégradation empêchant l’accumulation de complexes mal 
formés ou incomplets. Nous avons testé plusieurs protéines connues pour être impliquées 
dans la dégradation des protéines, des protéases et certains composants du protéasome. 
Malheureusement, dans aucun de nos tests nous n’avons pu stabiliser les protéines H/ACA. Il 
est possible que lorsqu’une des protéines est absente, l’ARN H/ACA présent au sein du 
complexe incomplet soit adressé vers la voie de dégradation impliquant l’exosome. La 
dégradation du composant ARN entraînerait une dissociation des protéines du complexe, ce 
qui pourrait avoir pour conséquence de les déstabiliser. Cette hypothèse est étayée par le fait 
que nous n’avons pas été capables de surexprimer les protéines Cbf5p, Gar1p et Nop10p de 
façon individuelle. Il serait intéressant de déterminer, dans un premier temps, si dans la 
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souche ǻrrp6 les ARN H/ACA sont stabilisés en absence par exemple de la protéine Naf1p. 
Puis, dans un deuxième temps, si les composants protéiques sont également stabilisés. Si tel 
est le cas, ce système pourrait servir d’outil pour la détermination du processus d’assemblage 
des RNP H/ACA.  
 
De façon intéressante, Guillaume Chanfreau et collaborateurs ont proposé que le 
complexe TRAMP, et plus particulièrement les protéines Trf4p et Trf5p, pourraient être 
requis pour promouvoir l’activité de l’exosome au cours du processus de maturation de 
l’extrémité 3’ des précurseurs des ARN C/D. Leurs rôles ne seraient donc pas seulement 
limités à la voie de dégradation des ARN aberrants. Cette hypothèse a été proposée car dans 
une souche 'trf4, ils ont détecté une accumulation de formes précurseurs des ARN U3 et 
U14. Toutefois, on ne peut pas exclure que ces ARN sont des espèces aberrantes qui dans un 
contexte sauvage pour TRF4 seraient dirigées vers la voie de dégradation par l’exosome. Il 
serait intéressant de déterminer si l’invalidation du gène TRF4 induit également 
l’accumulation de formes précurseurs des ARN H/ACA. Si tel est le cas, nous pourrions tester 
si ces formes sont toujours présentes en absence des protéines Naf1p et/ou Shq1p. Ainsi, il 
pourrait être possible de déterminer si les protéines H/ACA sont capables de s’associer à ces 
formes précurseurs des ARN H/ACA en absence de Naf1p/Shq1p. Cela permettrait de 
progresser dans la compréhension des rôles de ces deux protéines dans le processus 
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Mes travaux de thèse se sont concentrés sur l’étude de la biogenèse des particules 
ribonucléoprotéiques H/ACA (RNP H/ACA). Ces RNP sont impliquées dans divers processus 
cellulaires essentiels comprenant la synthèse des ribosomes et des télomères. Les RNP 
H/ACA se composent d'un petit ARN non-codant (ARN H/ACA) et de 4 protéines : Cbf5p, 
Gar1p, Nhp2p et Nop10p. 
Au début de mon travail de thèse, nous disposions de plusieurs résultats suggérant que 
la protéine Naf1p, chez la levure, est impliquée dans l'assemblage de RNP H/ACA. Pendant 
ma thèse, j'ai caractérisé l'orthologue humain (hNaf1) de la protéine Naf1p de Levure. J'ai 
prouvé que hNaf1 peut fonctionnellement remplacer Naf1p endogène chez la levure et que, au 
sein des cellules humaines, hNaf1 est requise pour l'accumulation des composants des RNP 
H/ACA. De plus, j'ai démontré que hNaf1 interagi avec les différents types d’ARN H/ACA 
c'est-à-dire: les scaARN H/ACA, les snoARN H/ACA et l'ARN de télomérase. Afin de 
déterminer le rôle exact de Naf1p, j'ai réalisé une purification des complexes qui lui sont 
associés chez la levure. J'ai ainsi démontré que Naf1p interagi avec la machinerie de 
transcription associée à l’ARN polymérase II. Puis, en collaboration avec l’équipe de 
Guillaume Chanfreau, nous avons mis en évidence que Naf1p est associée aux gènes codant 
les snoARN H/ACA. Ce qui suggère fortement que Naf1p pourrait permettre le recrutement 
des protéines Cbf5p, Nhp2p et Nop10p sur les ARN H/ACA en cours de synthèse. En 
collaboration avec l’équipe de H. van Tilbeurgh, nous avons déterminé la structure 
cristallographique du domaine central de Naf1p. Ce domaine présente une structure similaire 
à la protéine aGar1. J'ai également démontré que ce domaine est essentiel in vivo et qu'il 
permet l'interaction avec la protéine Cbf5p in vitro. 
Nous proposons que Naf1p promeut les étapes précoces d’assemblage des RNP 
H/ACA en recrutant Cbf5p, Nhp2p et Nop10p au niveau des sites de transcription des 
snoARN H/ACA. Naf1p serait ensuite requise pour prévenir une activité prématurée des 
complexes en cours d’assemblage en inhibant l’interaction de Cbf5p avec Gar1p. 
  
  
